IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFHCE 

Application No. : 

U.S. National Serial No. : 

Filed: 

PCT International Application No, : PCT/FR98/01576 

VERinCATION OF A TRANSLATION 

I, the below named translator, hereby declare that: 
My name and post office address are as stated below; 

That I am knowledgeable in the French language in which the below identified international 
application was filed, and that, to the best of my knowledge and belief, the English translation 
of the International Preliminary Examination Report of the inteniational application 
No. PCT/FR98/01576 is a true and complete translation of the 
International Preliminary Examination Report of the above identified international application 
as filed. 

I hereby declare that all the statements made herein of my own knowledge are true and that all 
statements made on information and belief are believed to be true; and further tha these 
statements were made with the knowledge that willful false statements and the like so made 
are punishable by fine or imprisonment, or both, under Section 1001 of Title 18 of the United 
States Code and that such willful false statements may jeopardize the validity of the patent 
application issued thereon. 



Date: 7 January 2000 



Full name of the translator : Abraham SMITH 

For and on behalf of RWS Group pic 




Post Office Address : 



Europa House, Marsham Way, 
Gerrards Cross, Buckinghamshire, 
England 
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PATENT COOPERATION TREATY 



PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Artcte 3$ and Rute 70) 



Applicant's or Agents file reference 
339219/17059 


$e« Notification of Transmitial ol International Preliminaiy 
FOR FURTHER ACTIOM Examination Report (Fbrm PCT/IPEA/416) 


imemational application No. 
PCT/FR98rt)l57e 


Internationa! filing date (iiay/monlh/yeai) 1 Pnortty date (<i^y/tnonih/year} 
17/07/1998 1 18^07/1997 


International Patent Classification (IPC) or national dassification and IPC 
C07K1 4/025 


Applicant 

TRANSGENESAetaK 





1. This internal pr««minaiy ewiminatlon report has t)een prepared by this Intemaiional Preliminaiy Examining Authoriry and is 
transmitted to the applicant according to Article 36. 

2. Thte REPORT consists of a total of 5 Sheets including this tide page. 

B This report is also accompanied by ANNEXES, i.e. sheets of the description, daims and/or drawings af^^^^^'^ 
international pfeliminary examination and/or containing rectifications made before this Authonty (see Rule 70.16 and 
instrtjction 607 ol PCT Adminisirative Instructions). 

These annexes consist of a total of 3 sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
I B Basis of the report 
Priority 



l^ack of unity of tnvemion 

Reasoned statement according to Article 35(2) wiih regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

15/02/1999 


Date of completion of this report 

1 9. 10. 99 


Name and mailing address of the IPEA/ 

European Patem Office 
s\ D-60298 Munich 

m Tel. + 49.S9 2399 - 0. Tx; 523656 epmu d 
Fax: + 49-89 2399 - 446S 


Authorized officer: >#^^ 

1 

Kaas,V 

Teteohone No. +49 89 2399 8704 



Fom^ PCT/lPEA/409 (title sheet) (January 1994) 




THIS PAGE BUHKcos-^ 



INTERNATIONAL PREUMINARY 
EXAMINATION REPORT 



International application No, PCT/FR98/01576 



I. Basis f the report 

1 . This report has been drawn up on the basis of the following elements (the replacement sheets received 
by the receiving office in response to an Invitation according to Anicle 14 are considered In the present 
report as "originally filedr and are not annexed to the repon as they contain no amendments.): 

Description, pages: 

1-39 as originally filed 

Claims, No.: 

1-20 received on 08/11/1999 with the letter of 08/11/1999 

Drawings, sheets: 

1/5-5/5 as originally filed 

1-11 as originally filed (sequence listing) 

2- The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description^ pages: 

□ the claims, Nos.: 

□ the drawings, sheets: 

3. □ The present report has been established as if (some oO the amendments had not been made, since 

they have been considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated as follows (Rule 
70.2(c)): 

4. Additional observations, if necessary: 
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INTERNATIONAL PREUMINARY 
EXAMINATION REPORT 



International application No, PCT/FR98/01576 



V. Reas ned statement under Article 35(2) with regard t n v Ity. inv ntive step or industrial 
applicability; citations and explanations supporting such statement 



1. Statement 

Novelty 

Inventive Step 
Industrial Applicability 

2. Citations and explanations 
see separate sheet 



Yes: Claims 

No: Claims 

Yes: Clainns 

No: Claims 

Yes: Claims 

No: Claims 



2-14,20 
1,15-19 



V20 
1-20 



VIL Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the intemational application have been noted: 
see separate sheet 



form PCT/iPEA/d09 (twxes l-VUI. sheet 2) (Janua^ 199^) 



International application No. PCT/FR98/01576 



1) The present application relates to an anti tumoral 
composition comprising at least one recombinant vector 
comprising sequences encoding one or more immunogenxc 
polypeptide(s) having naturally a nonmembrane location, this 
or these polypeptide (s) being modified by insertion of a 
membrane anchoring sequence so as to have a membrane 
location in the cells in which they are expressed. The 
application also relates to the vector per se, a viral 
particle comprising it and an antitumoral composition 
comprising the modified polypeptide (s) . Finally, the 
application relates to the use of the said composition for 
the preparation of a medicament intended for the treatment 
or for the prevention of cancer of the cervix, of lov-grade 
cervical dysplasia or of a papillomavirus infection. 

2) The document WO-A-94/21680 describes vectors comprising 
sequences encoding an immunogenic polypeptide fused with an 
endoplasmic reticulum signal sequence (ER signal sequence) 
and their use in compositions for the treatment of cancers 
and of viral infections (cf. page 4, line 8 - page 5, 
line 15; page 9, line 24 - page 12, line 7; page 16, 
line 4 - page 19, line 4). It is described that the 
polypeptide can have a size of between about 5 and about 
1000 amino acids and may, for example, be derived from the 
early region of a virus (cf. page % lines 16-30). The ER 
signal comes into play to allow the anchoring of the 
chimeric polypeptides in the membrane of the endoplasmic 
reticulum (cf . page 6, line 31 - page 7, line 15) so that 
they can then be presented at the surface of the cells by 
the MHC class I molecules (cf. page 3, lines 2-7). This 
disclosure corresponds exactly to the approach presented in 
the context of the present invention by the applicant on 
page 6, lines 8 to 23. 



Fotm PCT/Separate shoetf-WS (sheet 1) (EPO-Apnl 1997) 



INTERNATIONAL PREUMINARY 

EXAMINATION REPORT • SEPARATE SHEET International application No. PCT/FR98/01 576 



The document WO-A- 94/21 680 therefore deprives the subject 
matter of claims 1 and 15 to 19 of novelty- 

3) As indicated by the applicant on page 7, lines 6 to 28, 
the choice of the localization signal is vast and is not 
limited to localization signals targeting a membrane of a 
particular cellular compartment. Likewise/ the document 
WO-A- 94/21 680 describes that it is possible to replace the 
ER sequence with any other known signal sequence. 
Furthermore, the adaptation of the antitumoral composition 
described in this document to a use intended for the 
treatment or prevention of a papillomavirus tumor or 
infection does not appear to go beyond the normal competence 
of persons skilled in the art given that, as the applicant 
recognizes on pages 2 and 3, the early and late genes of a 
number of papillomaviruses had already been identified and 
cloned before the claimed priority date. Persons, skilled in 
the art therefore only had to-use as adenovirus polypeptide 
in the composition of said document a papillomavirus 
polypeptide which they had available. Consequently, the 
subject matter of claims 3 to 10 and 20 does not therefore 
involve an inventive step (Article 33(3) PCX). 

4) The subject matter of claim 2 represents an obvious 
choice which would have presented itself to persons skilled 
in the art knowing WO-A-94/21680 and the characteristics of 
claims 11 to 14 are purely conventional. These claims do not 
therefore satisfy the criterion set out in 

Article 33(3) PCT) either. 

5) Claims 1 to 20 are susceptible of industrial application 
as defined by Article 33(3) PCT, 
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6) The present report was established by assuming that all 
the claims benefit from the claimed priority date. Thus, the 
document "WO-A-96/39178" was not considered to form. part of 
the state of the art as defined by the implementing 
regulation (Rule 64(1) -(3) PCT) . 

7) Contrary to what is required by Rule 5.1 a) ii) ?CT, the 
description does not indicate the relevant state of the art 
disclosed in the document WO-A-94/21680 and does not cite 
this document. 



Form PCT/Separate sheei/409 (sheet 3) (EPO-April 1997) 



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 

PCT 09/462993 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 


Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

339219/17059 


POUR SUITE ^o'"" notification de transmission du rapport de recherche Internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et. le cas echeant, !e point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande Internationale r\° 


Date du depot International {/our/mo/s/aDneej 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

18/07/1997 


PCT/FR 98/01576 


17/07/1998 


Deposant 






TRANSGENE S.A. et al . 







Le present rapport de recherche Internationale, etabli par radmlnistration chargee de la recherche Internationale, est transmis au 
deposant confornnement a i'artlcie 16. Une copieen est transmise au Bureau international. 



Ce rapport de recherche Internationale comprend ^ feuilles. 

lY] H est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . Q II a ete estlme que certaines revendlcatlons nepouvaient pas faire I'objet d'une recherche{voir le cadre I). 

2. Q II y a absence d'unlte de rinvention(voir le cadre II). 



3. [x] La demande Internationale contient la divulgation d'un llstage de sequence de nucleotides oud'acides amines et la 

^ "recherchelriternationale'a'ete effectuee sur la base-du-|^ 

[y] depose avec la demande Internationale 

I I foumi par le deposant separement de la demande internationale 

I I sans etre accompagnee d'une declaration selon laquelle i! n'inclut pas d'elements 
— allant au-dela de la divulgation faite dans la demande internationale telle 
qu'elle a ete deposee. 

I I transcrit par I'administratlon 



4. En ce qui concerne le titre, le texte est approuve tel qu'il a ete remise parle deposant. 

I I Le texte a ete etabli par radmlnistration et ala teneur suivante: 



5. En ce qui concerne I'abrege, 

[)(] le texte est approuve tel qu'il a ete remis parle deposant 

I I le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par radmlnistration conformement a la 

regie 38.2b). Le deposant peut presenter des observations a radmlnistration dans un delal 
d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport de recherche Internationale. 



6. La figure des desslns a publier avec I'abrege est la suivante: 

Figure n'' I 1 suggeree par te deposant. |xl Aucune des figures 

n'est a publier. 

I parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 
I I parce que cette figure caracterise mieux I'lnvention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feuille) Guillet 1992) 



09/462993 



PCX 

REQUETE 



Le soussigne requien que la presente demande 
inremationale soit traitee conform em ent au Traite de 
cooperation en maiiere de brevets. 



Reserve a i 'office recepteur 



Demande intemaiionalc n* 



Date du depot international 



Nom de I'office recepteur ct "Demande intemaiionalc PCT* 



Reference du dossier du dcposani ou du mandataire (faculictif) 
(12 carccurescu maximum) 3392! 9 /\ 7059 



Cadre n* 1 TITRE DE L'INVENTION COMPOSITION ANTITUMORALE A BASE DE POLYPEPTIDE 
IMMUNOGENE DE LOCALISATION CELLULAIRE MODIFIEE 



Cadre n* II DEPOSANT 



Nom et adresse : (N'om de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
qfftcielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du paxs. Le pays de 
(adresse indtquee dans ce cadre est I 'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 

TRANSGENE S.A, 
11 Rue de Molsheim 
67000 STRASBOURG 
FRANCE 



□ Ccne personne est aussi 
inventeur. 



n-'dcielcphonc 



n'dciclecopicur 



n^'dclclcimprimcur 



Naiionaliie (nom de I'Etat) : 
FR 



Domicile (nom de TEtat) : 
FR 



Ccttc personne est 
deposant pour : 



□ lous Ics Eiais 
designcs 



lOuslcsEtaisdcsigncssauf | I IcsEtais-Linisd'Amcriquc I I Ics Eiatsindiques dans 
I I sculcmcm I I r • ' • 



IcsEuts-Unisd'Amcriquc 



Iccadresupplcnrcnuirc 



Cadre-n* HI AUTRE(S) DEPQSANT(S)-OU (AlJTRE(S)) I^VElVT 



Nom ct adresse : (.\'om de famille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
qfficielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
(adresse indlquee dans ce cadre est I Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 

KIENY Marie-Paule 
6 Allee des Platanes 
67100 STRASBOURG 
FRANCE 


Ccne personne est : 

1 1 deposant sculcment 

[X 1 deposant ct invcnicur 

. 1 ' 1 invcntcur sculcment 

fSi cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationality (nom de I'Etat) : 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) : 
FR 



Ccne personne est 
deposant pour : 



□ lous Ics E tats 1 I touslesEuts designcs sauf 
doigncs 



□ 



ics Etais-Unisd' Amcriquc 



IcsEtais-Unisd'AmcTiquc I I Ics Eiais indiqucs dans 
I I Ice • 



sculcmcm 



ccadrcsupplcmcniairc 



[ x[ D'autrts deposants ou inventeurs sont indiqucs sur une fcuille annexe. 



Cadre n- IV MANDATAIRE OU REPRESENTANT COMMUN; OU ADRESSE POUR LA CORRESPONDANCE 



La personne doni I * identite est donnee ci-dessous esi/a etc designee pour agir au nom ryi j^a^(jaiaire 
du ou des deposants auprts des autorites intemationales competences, comme: I — I 



□ 



rcprcsentant commun 



Nom et adresse : Aom </? fcmille suivi du prenom: pour une personne morale, distinction officielle 
complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays.) 

MARTIN Jean-Jacques, SCHRIMPF Robert, AHNER Francis 
WARCOIN Jacques, TEXIER Christian, LE FORESTIER Eric . 


n-'dc telephone 

01 45 00 92 


02 


n-'dc tclccopicur 




CABINET REGIMBEAU 
26 Avenue Kleber 
75116 PARIS 


01 A5 00 46 


12 


n^dctclcimprimcur 




FRANCE 







□ 



Adresse pour la correspondancc : cocher ccne case lorsquc aucun mandataire ni representant commun n'esi/n'acie destgne 
et qu; TesDace ci-dessus est utilise pour indiquer une adresse speciale a laquelle la correspondancc doit ctrc cnvoyee. 



Formulaire PCT/?iO/!01 (premiere fcuille) G'^iHit 1998) 



yoir Us notes relatives au formuiaire de requite 



Fcuillc n" .2 



Suite du cadre HI AUTRE(S) DEPOSANT(S) OU (AUTRE(S)) I:\VENTEUR(S) 


Si aucun des sous-cadres suivants n *est utilise, cetie feuille ne doit pas etre incluse dans la requete. 


Nom et adrcsse : (Norn de famiUe suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'af^resse doit comorendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
ladresse indiquee dans ce cadre est I 'Eict oit le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 

BALLOUL Jean-Marc 
12 Rue des Alouettes 
67380 LINGOLSHEIM 
FRANCE 


Ccne personne est : 

1 1 deposant seulement 

1 X 1 deposant et invcnteur 

I 1 invcnteur seulement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas rempl ir la suite.) 


Nationalitc (nom dc I'Etat) : 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) : 
FR 


Ccne personne est louslcsEiati | I lous Ics Etais dcsigncs sauf [TTI IcsEtais-Unisd'Amcriquc | — | IcsEtaisindiquisdans 
deposant pour : 1 1 designes | | lesEtais-l/nisd'Amcriquc 1 X 1 sculcmcni 1 1 Ic cadre supplcmcntairc 


Nom ci adrcssc : (Nom de famille suivi duprenom: pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comorendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
i adresse indiquee dans ce cadre est I 'Etat oit le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci'dessous.) 

BIZOUARNE Nadine 
5 Rue de Mutzig 
67300 SCHILTIGHEIM 
FRANCE 


Ccac personne est : 

[ 1 deposant seulement 

I ^ 1 deposant ct invcnteur 

1 I invcnteur seulement 

(Si cette case est cochee, 
ne pas rempl ir la suite.) 


Nationalitc (nom dc I'Etai) : 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) ; 
FR 


Ccne personne est 1 l tousles Etats | | tous Ics Etats des isncs sauf „ lesEiats-Umsd Ameriquc | — | Ics Euts indiques dans 
deposant pour : 1 1 dcsigncs | | IcsEiats-Unisd'Ameriquc a sculcmcni [ J Iccadrcsupplcmcntairc 


Nom^efadfcssc :{i<'om defamille suivi du prinom: pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comorendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
ladresse indiquee dans ce cadre est I 'Etat oit le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 


Ccne personne est : 

[ 1 deposant sculcmcnt 

1 I deposant « invcnteur 

1 1 invcnteur sculcmcnt 

(Si cette case est cochee. ne 
pas rempl ir la suite.) 


Nationalitc (nom de I'Etat) : 


Domicile (nom de I'Etat) : 


Cene personne est 1 | lousIesEtats | 1 tous Ics Eiats designcs sauf 1 1 IcsEtats-Unisd'Amcriquc | | Ics Etats indiques dans 
deposant pour : 1 1 dcsigncs | | IcsEtats-Unisd'Amcriquc I | sculcmcnt | | Iccadrcsupplcmcntairc 


Nom et adresse : (Noni de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comorendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I 'Etat oit le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 


Cene personne est : 

1 1 deposant sculcmcnt 

[ [ deposant ci invcnteur 

1 1 invcnteur seulement 

(Si cetie case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalitc (nom de I'Etat) : 


Domicile (nom de l Etat) : 


Ccne personne est | l iOJSlcsEia[5 1 | tous Ics Etars dcsigncs sauf 1 1 lesEiau-Unisd'Amcriquc | [ Ics EuLS indiques dans 
deposant pour : 1 1 destines | | IcsEtats-Unisd'Amcriquc 1 I sculcmcnt | | Iccadrcsupplcmcntairc 


I D'autres deposants ou invcnieurs sont indiques sur une autre feuille annexe. 



Formulaire PCT/'RO/IOl (feuiil-,- :in:^-:x-) (j-jille: 199S) '.'otr les rotes relatives cu forrrulaire de requete 



i 



Feuillc n" 



Cadre n* V DESIGNATION D'ETATS 



Les designations suivantes sont faites confomncmeni a la regie 4.9.3) (cocker Us cases cppropriies: um an moins doit / e/rey : 
Brevet regional 

H AP Brevet ARIPO : GH Ghana. CM Gambie. KX Kenya, LS Lesotho. >rvv Malawi. SD Soudan. SZ Swaziland. 
UG Ouganda, ZW Zinibabwc ct tout autre Etat qui est un Eiai contracia/ii du Proiocole de Harare et du PCT 

IS EA Brevet eurasien : AM Annenie. AZ Azerbaidjan, BY Belarus, KG Kirghizistan. KZ Kazakhstan. MD Republique dc 
Moldova, RU Federation de Russie, TJ Tadjikistan. TiM Turkmenistan et tout autre Etat qui est un Etat coniractant de 
la Convention sur le brevet eurasien et du PCT 

E EP Brevet europeen : AT .Autrichc. BE Belgiquc. CH et LI Suisse et Liechtenstein. CV Chypre. DE Allemasne. 

DK Danemark. ES Espagne, Fl Finlande, FR France, GB Royaume-Uni. GR Crecc. IE Iriande. IT Italie. 
LU Luxembourg. iVIC Monaco, NL Pays-Bas. PT Ponugal. SE Suede et tout autre Etat qui est un Etat contractant dc la 
Convention sur Ic brevet europeen et du PCT 

Kl OA Brevet O.API : BF Burkina Faso. BJ Benin. CF Republique centrafricainc. CG Congo. CI Cote d'lvoire. 

CM Cameroun. GA Gabon. GN Guincc. ML Mali. MR Mauritanie. NE Niger. S.\ Senegal. TD Tchad. TG Togo et 
lout autre Etat qui est un Etat membre de I'OAPI et un Etat contractant du PCT (si une aurre forme de protection ou de 
traitemeni est souhaitee. le precisersur la ligne poir.tiliee) 
Brevet n a tio na I (si une autre forme de protection ou de traitement est souhaitee, le precisersur la ligne poiniillee) : 



0 AL Albanie \ 

E A.M .Armcnie 

E AT Autrichc 

B AU Australic , 

EJ AZ Azerbaidjan 

E B.A Bosnie-Herzegovine 

B BB Barbade 

E BG Bulgaric 

E BR Bresil 

0 BY Belarus 

E GA Canada 

H CH et LI Suisse et Liechtenstein 

E CN Chine 

£Q CU Cuba 

E CZ Republique tcheque 

E DE Allcmagnc 

E DK Danemark 

^E EE^Estonie . ". . . .T. . . .T. . . .7. . .TT . \ . 7. . . 7 

E ES Espagne 

E FI Finlande 

E GB Royaume-Uni 

E GE Georgie 

E CH Ghana 

E G.M Gambie 

E CW Guinee-Bissau 

E HR Croatie 

E HU Hongrie 

E ID Indonesie 

E IL Israel 

E IS Islande 

E ^ Japon 

E KE Kenya 

E KG Kirghizistan 

E KP Republique populaire democratique de Coree . 

E KR Republique de Coree 

KD KZ Kazakhstan 

E LC Sainte-L ucie 

E LK Sri Lanka 

KD LR Liberia 



LS 
LT 
LU 
LV 



Lesotho . . . 
Lituanie 
Lu.xembourg 
Lenonie 



MD Republique de Moldova . , , . 

MG .Madagascar 

MK E.v-Republique yougoslave de .Macedoine . 



.M.N .Mongolic 

M\V .Malawi 

MX Mexique 

NO Norv-ege 

NZ Nouvelle-Zclande . . . 

Pologne 

Ponugal 

Roumanie 

Federation dc Russie , 
Soudan 



PL 
PT 
RO 
RU 

SD"^ 



B 
E 

m 

m 

B 
E 



E 



SE Suede 

SC Singapour 

SI Slovcnic 

SK Slovaquie 

SL Sierra Leone 

TJ Tadjikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turquie 

TT Trinite-ct-Tobago 

UA Ukraine 

UC Ouganda 

US Eiats-Unis d'Amerique , 



UZ 
VN 
YU 



Ouzbekisian 
Viet Nam . . 
Vousoslavie 



ZW Zimbabwe 



Cases reser.ees pour la designation (aux fins d'un brevet national ) 
d'Etats qui soni devenus parties au PCT aprcs la publication de la 
presente feuiile : 



□ 
□ 



Declaration concernant Ics designations de precaution : outre les designations faitcs ci-dessus. le deposani fait aussi conformemcn: 
a la regie 4.9.b) toutes les designations qui seraient autorisees en vertu du PCT, a rcxccption de toute designation indiquee dans le cadre 
supplementaire comme etant exclue de la portee de cetie declaration. Le deposan: declare que ces designations ffdditionnellcs sont faitcs 
sous rcser<.'ede confirmation et que toute designation qui n'est pascontlrmce avar.: Texpiration d'undelai de 15 mots a compter de la date 
dc priorite doit etre consideree comme retiree par le deposant a Texpiration dc ce deiai. (Pour confirmer une designation, il faut deposer 
une declaration conienant la designation en question et payer les tcxds dhignation et de confirmation. La confirmation doit 
pcrvenir c i' office recepieur dans le deiai dd 1 5 moisj 



Formulaire ?CT/'RO/ 1 0 1 (deuxicmc fcjilic) fjuillc: 1998) 



f 'oiV /:;.; noies relatives au formulaire de requete 



Fcuillc n' . . . 4 . . 



Cadre n" VI REVENDICATION DE PRIORITE (_| jpdiquccs dans \c cad:^ suoplcmenQire. 


Date de depot 
di la demandc antirieure 
(/ottr/mois/anneej 


Numero 
dc la demande anterieure 


Lorsque la demande anterieure est une ; 


demande naiionale : 
pays 


demande regionale | demande internationale : 
otVice regional ' otTice recepteur 


(1) 

18 JUILLET 1997 
fl8/07/97) 


97 09152 








C-) 










(3) 










fx! L 'office rcccpteur est pric dc preparer et dc transmcttrc au Bureau international unc copic cenifiec contbrme dc la ou des dcmandcs 
— anterieurcs fseulemant si la demande anterieure a ere deposee aupres de I office qui, attx fins da y j 
la presente demande internauonale. est rofdce recepieur) indiquccs ci-dessus au(x) poini(s) ; 

• Si la demands antirieure est une demande ARJPO. ilest obligatoire d'indiquer dans U ccdr^ supplementaire au mains un pay s pcrtie a la Convention 
de Paris pour ta protection de la propriite industrielle pour lequet cette demande anterieure a ete deposee fre^le -t. 1 0. b)ti)t. t 'oir le cadr^ supplementaire. 


Cadre n- VII ADMINISTR.\TION CHARCEE DE LA RECHERCHE INTERNATIONALE 


Choix de radministration chargec de la recherche 
internationale (ISA) (si ptusieurs administrations 
chargeesde la recherche iniernaiionale sont compeientes 
pour proceder a la recherche internationale. indiquer 
I 'administration choisie: le code a deux lettres peut etre 
utilise) : 

isa/kp 


Demandj; d'utilisation des resultatsd'une recherche anterieure: mention de 
cette recherche (si une recherche anterieure a ete effectuee par I administration 
chargee de la recherche iniernaiionale ou demandce a cette derniere) : 

Date (jour/mois/annee) Nu mero Pay ^(ou ojjtce regional; 

24 AVRIL 1998 FA 547177 OEB 


Cadre VIII BORDEREAU: LaNGUE DE DEPOT 


La preseme demande internationale contient 
le nombre de feuilles suivant : 

requetc ^ 

description (sauf panic reserv ec ^9 
au listage des sequences) 

revendicaiions : 9 

abrege ^ 

dessins ; 5 

panic dc la description reserN ce 12 
au listage des sequences 

Nombre total de feuilles ^0 


Le ou les elcmcnis coches ci-aprcs sont joints j la prcscnie demandc internationale : 

1. D feu i lie de calcul des taxes 

2. □ pouvoir distinct signe a suivre (2) 

3. □ copie du pouvoir genera!; numcro de reference, le cas cchcan; : 

4. □ explication de I'absence d'unc signature 

5. El document(s) dc priorite indiquc(s) dans le cadre n' VI au(x) point(s) : 

6. Q- traduction dc ia demande internationale en (laneuc) : 

7. □ indications separees concemant des micro-organismes ou autre materiel 

biologique deposes 

S. □ listage des sequences de nucleotides ou d'acides amines sous forme 
dechiffrable parordinateur a Suivre 

9. [3 autres elements ^/7^eaj^ry : Copie du rapport de Recherche 


Figure des dessins qui | Langue de depot de la prgncaise 
doii accompasncr Tabrege : j demande internationale ; ^ 


Cadre n* IX SIGNATURE DU DEPOSANT OU DU MANDATAIRE 


A cote de cheque signature, indiquer le nom du signciaire et. si cela n 'apparJit pes c!a:rerne/it^aja lecture de la r^^^ aqueititre I'interesse signe. 

WARCOIN Jacques rj \ '^'^'''^^^ '^^^^^^ 



p- • ^ — — Reserve a 1 otnce rece 

I. Date effect! vs de reception des pieces supposees 
consiituer la demande internationale : 


3;e-jr — 




Dessins : 
1 1 regus : 

1 1 non rc(;u> : 


3. Date effective de reception, rectifiee en raison de la reception uUe- 
rieure, mais dans les delais. de documents ou de dessins compleiant 
ce qui est suppose constiiuer la demandc internationale : 


4. Date de reception, dans les deiais. des corrections 
demandces selon I'anicle 1 1.2) du PCT : 


5. Administration chargee de la recherche . 
internationale (si plusieurs sont competcntcs) : l--^^ ' 




Transmission de la cooie de recherche differee 
jusqu a'j paiement de la ta-xc de recherche. 



—————————————————— Reser\e au Bureau iniirrr.iiLior.?.: 

Da:e de reception de Tcxemplaire 
original par le Bureau ini^mational ; 



form\ila'.re de recue:e 



A' 



PCT/FR98/01576 



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 

Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION DE LA RECEPTION DE 
L'EXEMPLAIRE ORIGINAL 



(rdgle 24.2.a) du PCT) 



Destinataire: 



MARTIN, Jean-Jacq^ 
Cabinet Regimbeap 
26, avenue Kleber 
F-75116 Paris 
FRANCE 



.AsRRiVE LE 
21.SEP.199B 

CABINET 
RFGIMBEAU 



Date d'expedftion (jour/mo is/an nee) 
09 septembre 1 998 (09.09.98) 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


R6f6rence du dossier du deposant ou du mandataire 

339219/17059 


Demande intemationale no 

PCT/FR98/01576 ~ 



II est notifie au deposant que le Bureau international a.regu Texemplaire original de la demande Internationale precisee 
ci-apres. 

Nom(s) du ou des d^posants et de I'Etat ou des Etats pour lesquels its sont deposants: 

TRANSGENE S.A. (pour tous les Etats designes sauf US)-^ 

KIENY, Marie-Paule etc. (pour US seulennent)^ 

Date dud6p6t international : 17 juillet 1998 (17.07.98)-^ 

Date(s) de priorite revendiquee(s) 18 juillet 1997 (18.07.97)-^ 

Date de reception de I'exemplaire original 
par le Bureau international : 

Liste des offices designes : 



07 septembre 1998 (07.09.98) 



^AP :GH,GM,KE,LS,MW,SD,S2,UG,ZW 
^EA :AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU JJ,TM 

-^P :AT,BE,CH,CY,DE,DK,ES,FI,FR,GB,GR,IE,IT,LU,MC,NL,PT,SE 
^OA :BF,BJ,CF,CG,C1,CM,GA,GN,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG 

-National :AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,CA,CH,CN,CU,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,GB,GE,GH,GM, 

-.HR,HU,ID,IUIS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MD,MG,MK,MN,MW,MX,NO,NZ,PU 

^PT,RO,RU,SD,SE,SG,SI,SK,SLJJ,TM,TR,TT,UA,UG,US,UZ,VN,YU,ZW 



ATTENTION 

Le deposant doit soigneusement verifier les indications figurant dans la presente notification. En cas de divergence entre ces 
indications et celles que contient la demande Internationale, il doit aviser immediatement le Bureau international. 

En outre, {'attention du deposant est appelee sur les rensetgnements donnes dans ('annexe en ce qui concerne 



I X [ les delais dans lesquels doit etre abord^e la phase nationale 

I [ la confirmation des designations faites par mesure de precaution 

I X I les exigences relatives aux documents de priorite. 



Une copie de la presente notification est envoy^e a I'office recepteur et a I'administration charg^e de la recherche intemationale, 




Bureau international de I'DMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 



n detdlecopieur (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorise 

Raisfei 

n'de telephone (41-22) 3%83.3^8 



Formulaire PCT/IB/301 (juillet 1998) 
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ANNEXE DU FORMULAIRE PCT/IB/301 



Demande Internationale no 

PCT/FR98/01576 



RENSEIGNEMENTS CONCERNANT LES DELAIS DANS LESQUELS DOIT ETRE ABORDEE 

LA PHASE NATIONALE 



tl est rappele au deposant qu'il doit aborder ta "phase nationale" aupres de chacun des offices destgnes indiques sur la 
notification de la reception de rexemplalre original (formulaire PCT/IB/301) en payant les taxes nationales et en remettant les 
traductions, telles qu'elles sont prescrites par les legislations nationales. 

Le delai d'accomplissement de ces actes de procedure est de 20 MOIS a compter dela date de priorite ou, pour les Etats 
designes qui ont ete elus par le deposant dans une demande d'examen preliminaire international ou dans une election ulterieure, 
de 30 MOIS a compter de la date de priorite, a condition que cette electionait ete effectuee avant I'expiration du 1 9e mois a 
compter de la date de priorite. Certains offices designes (ou efus) ont fixe des delais qui expirent au-dela de 20 ou 30 mois a 
compter de la date de priorite. D'autres offices accordent une prolongation des delais ou un delai de grace, dans certains cas 
moyennant le paiement d'une taxe supplementaire. 

En plus de ces actes de procedure, le deposant devra dans certains cas satisfaire a d'autres exigences particulieres 
applicables dans certains offices. II appartient au deposant de veiller a remplir en temps voulu les conditions requises pour 
I'ouverture de la phase nationale. La majorite des offices designes n'envoient pas de rappel a I'approche de la date limite pour 
aborder la phase nationale. 

Des informations detaillees concernant les actes de procedure a accomplir pour aborder la phase nationale aupres de 
chaque office designe, les delais applicables et la possibilite d'obtenir une prolongation des delais ou un delai de grace et toutes 
autres conditions applicables figurent dans le volume II du Guide du deposant du PCT. Les exigences concernant le depot d'une 
demande d'examen preliminaire international sont exposees dans le chapitre IX du volume I du Guide du deposant du PCT. 

GR et ES sont devenues liees par le chapitre II du PCT le 7 septembre 1996 et le 6 septembre1997, respectivement, et 
peuvent done etre elues dans une demande d'examen preliminaire international ou dans une election ulterieure presentee le 7 
septembre 1996 (ou a une date posterieure) ou le 6 septembre 1997 (ou a une date posterieure), respectivement, quelle que soit 
la date de depot de la demande internationale (voir le second paragraphe, ci-dessus). 

Veuillez noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a 
son domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 



CONFIRMATION DES DESIGNATIONS FAITES PAR MESURE DE PRECAUTION 



Seules les designations expresses faites dans la requete conformement a la regie 4.9.a) figurent dans la presente 
notification. I] est important de verifier si ces designations ont ete faites correctement. Des erreurs dans les designations peuvent 
etre corrigees lorsque des designations ont ete faites par mesure de precaution en vertu de la regie 4.9.b). Toute designation 
ainsi faite peut etre confirmee conformement aux dispositions de la regie 4.9.c) avant I'expiration d'un delai de 15 mois a 
compter de la date de priorite. En I'absence de confirmation, une designation faite par mesure de precaution sera consideree 
comme retiree par le deposant. II ne sera adresse aucun rappel ni invitation. Pour confirmer une designation , il faut deposer une 
declaration precisant i'Etat designe concerne (avec I'indication de la forme de protection ou de traitement souhaitee) et payer les 
taxes de designation et de confirmation. La confirmation doit parvenir a I'office recepteur dans le delai de 15 mois. 



EXIGENCES RELATIVES AUX DOCUMENTS DE PRIORITE 

Pour les deposants qui n'ont pas encore satisfait aux exigences relatives aux documents de priorite, il est rappele ce qui 

suit. 

Lorsque la priorite d'une demande nationale, regionale ou internationale anterieure est revendiquee, le deposant doit 
presenter une copie de cette demande anterieure, certifiee conforme par I'administration aupres de taquelle elle a ete deposee 
("document de priorite"), a I'office recepteur (qui la transmettra au Bureau international) ou directement au Bureau international, 
avant I'expiration d'un delai de 16 mois a compter de la date de priorite. etant entendu que tout document de priorite peut etre 
presente au Bureau international avant la date de publication de la demande internationale, auquel cas ce document sera repute 
avoir ete regu par le Bureau international le dernier jour du delai de 16 mois (regie 17.1. a)). 

Lorsque le document de priorite est delivre par I'office recepteur, le deposant peut. au lieu de presenter ce document, 
demander a I'office recepteur de le preparer et de le transmettre au Bureau international. La requete a cet effet doit etre 
formulee avant I'expiration du delai de 16 mois et peut etre soumise au paiement d'une taxe (regie 17.1.b)). 

Si le document de priorite en question n'est pas fourni au Bureau international, ou si la demande adressee a I'office recepteur 
de preparer et de transmettre le document de priorite n'a pas ete faite (et la taxe correspondante acquittee. le cas echeant) 
avant I'expiration du delai applicable mentionne aux paragraphes precedents, tout Etat designe peut ne pas tenir compte 
de la revendication de priorite; toutefois, aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de ta revendication de 
priorite avant d'avoir donne au deposant la possibilite de remettre le document de priorite dans un delai raisonnable en i'espece. 

Lorsque plusieurs priorites sont revendiquees, ta date de priorite a prendre en consideration aux fins du calcul du delai de 
16 mois est la date du depot de la demande la plus ancienne dont la priorite est revendiquee. 
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PATENT COOPERATION TREATY 09/^62993 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
339219/17059 


i?rii> iniDTMFD ArTiniv Notification of Transmittal of International 
ruK t*UKi«J!.K ACiiuiN preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/FR98/01576 


International filing date (day/month/year) 
17 July 1998(17.07.1998) 


Priority date {day/month/year) 

18 July 1997(18.07.1997) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C07K 14/025 


Applicant 


TRANSGENE S.A. 





1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of . 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
1 1^ Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

yj|] Certain observations on the international application 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

15 February 1999(15.02.1999) 


Date of completion of this report 

19 October 1999(19.10.1999) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
European Patent Office 
D-80298 Munich, Germany 

Facsimile No. 49-89-2399-4465 


Authorized officer 
Telephone No. 49-89-2399-0 



Form PCT/IPE A/409 (cover sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FR98/01576 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been Jumished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

I I the international application as originally filed. 

^ the description, pages , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of . 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-20 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 08 November 1999 (08.1 1.1999) 
, filed with the letter of 



^ the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig . 



1/5-5/5 



1-11 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



Initial version (sequence listing) 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



2 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 98/01576 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 

2. Citations and explanations 
See separate sheet 



Claims 2-14, 20 YES 

Claims 1, 15-19 NO 

Claims ^ES 

Claims 1-20 NO 

Claims 1-20 y£s 

Claims NO 



i 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 98/01576 



VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



See separate sheet 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIl) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 98/01576 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: Separate Sheet 

1. The present application relates to an antitumour 
composition comprising at least one recombinant 
vector including sequences coding for one or more 
immunogenic polypeptides that naturally have a non- 
membrane localisation, said polypeptide (s) being 
modified by the insertion of a membrane anchor 
sequence so that they have membrane localisation in 
the cells in which they are expressed. The 
application also relates to the vector per se, a 
viral particle comprising same and an antitumour 
composition including the modified polypeptide (s) . 
Finally, the application relates to the use of said 
composition for preparing a drug suitable for the 
treatment or prevention of cervical cancer, low- 
grade cervical dysplasia or papillomavirus 
infection . 

2. Document WO-A-94 /21680 describes vectors- including 
sequences coding for an immunogenic polypeptide, 
fused with an endoplasmic reticulum signal sequence 
("ER signal sequence"), and the use thereof in 
compositions for treating cancers and viral 
infections (cf, page 4, line 8 to page 5, line 15; 
page 9, line 24 to page 12, line 7; page 16, line 4 
to page 19, line 4) . The polypeptide is described 
as being capable of having a size of around 5-1000 
amino acids, and may, for example, be derived from 
an early virus region (cf . page 7, lines 16-30) . 
The ER signal is used to enable anchoring of the 
chimeric polypeptides to the membrane of the 
endoplasmic reticulum (cf. page 6, line 31 to page 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 98/01576 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: Separate sheet 

1, line 15), so that they can later be presented on 
the surface of the cells by class I MCH molecules 
(cf • page 3, lines 2-7) , This disclosure exactly 
matches the approach presented by the applicant 
(cf. page 6, lines 8-23) in the context of the 
present invention . 

Therefore, document WO-A-94/21680 deprives the 
subject matter of claims 1 and 15 to 19 of novelty. 

3. As indicated by the applicant on page 1, lines 6- 
28, the selection of localisation signals is very 
broad and is not restricted to localisation signals 
that target the membrane of a particular cellular 
compartment. Similarly, document WO-A^4/21680 
describes how the ER sequence may be replaced with 
any other known signal sequence. Furthermore, 
adapting the antitumour composition described in 
this document for use in the treatment or 
prevention of a papillomavirus infection or tumour 
does not appear to be beyond the normal abilities 
of persons skilled in the art given that, as 
acknowledged by the applicant on pages 2 and 3, the 
early and late genes of a number of 
papillomaviruses had already been identified and 
cloned before the priority date claimed. Therefore, 
a person skilled in the art would merely have had 
to use an available papillomavirus polypeptide as 
the adenovirus polypeptide in the composition of 
said document. It follows that the subject matter 
of claims 3 to 10 and 20 does not involve an 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 98/01576 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is no t sufficient) 
Continuation of: Separate Sheet 



inventive step (PCT Article 33(3)). 



4. The subject matter of claim 2 is an obvious 
selection that would have been available to a 
person skilled in the art aware of WO-A-94/21680, 
and the features of claims 11 to 14 are entirely 
conventional. Therefore, these claims also fail to 
comply with the requirements of PCT Article 33(3). 

5. Claims 1 to 20 are industrially applicable (PCT 
Article 33 (4) ) . 



The present report has been drawn up on the basis 
of the assumption that the priority date claimed is 
valid for all of the claims. Therefore, document. 
WO-A-96/39178 has not been considered to be part of 
the prior art as defined in the Regulations (PCT 
Rules 64.1 to 64. 3) . 

Contrary to the requirement of PCT Rule 5.1(a) (ii), 
the description does not indicate the relevant 
prior art disclosed in document WO-A-94/21680, and 
does not cite this document. 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE 

PCT 




RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

339219/17059 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER pr^liminaire international {formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande Internationale n" 
PCT/FR98/01576 


Date du d6pot international (jour/mois/ann6e) 
17/07/1998 


Date de priority (jour/mois/ann^e) 
18/07/1997 


Classification internationale des brevets (GtB) 
C07K1 4/025 


ou k la fois classification nationale et GIB 


TRANSGENESA et al. 



1 . Le present rapport d'examen preltminaire international, etabli par I'administaration chargee de Texamen prelimtnaire 



international, est transmis au deposant confornriement a I'article 36. 



2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

S II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
radmlnistration chargee de I'examen prelimlnaire international (voir la regie 70.16 et i'instruction 607 des Instructions 
adminlstratives du POT). _ 



Ces annexes comprennent 3 feuilles. 



3. Le present rapport conttent des indications relatives aux points suivants: 
I S Base du rapport 



II 


□ 


Priorite 


III 


□ 


Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'actlvite inventive et la possibliite 
d'application industrielle 


IV 


□ 


Absence d'unite de I'invention 


V 




Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 


VI 


□ 


Certains documents cites 


VII 




Irregularites dans la demande internationale 


VIII 


n 


Observations relatives a la demande internationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

15/02/1999 


Date d'achdvement du present rapport 


Nom et adresse postale de Tadministration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

^ Office europeen des brevets 
^ D-80298 Munich 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
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RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande intemationale n° PCT/FR98/01 576 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (/es feuifles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a one invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees, dans ie present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-51 version initiale 

Revendications, N"": 

1-20 re9ue(s)le 28/09/1999 avec la lettre du 28/09/1999 

Dessins, feuilles: 

1/5-5/5 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages: ' ^ 

□ des revendications, n°^ : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de ['invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 
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V. Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 


2-14, 20 




Non : 


Revendications 


1, 15-19 


Activite inventive 


Oui : 


Revendications 






Non : 


Revendications 


1-20 


Possibilite d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1-20 




Non : 


Revendications 





2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VII. Irregularites dans la demande Internationale 

Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande Internationale, ont ete constatees : 
voir feuille separee 
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1) La presente demande concerne une composition antitumorale comprenant au moins 
un vecteur recombinant comprenant des sequences codant pour un ou plusieurs 
polypeptide(s) immunogene(s) presentant naturellement une localisation non 
membranaire. ce ou ces polypeptides etant modifies par insertion d'une sequence 
d'ancrage membranaire de maniere a presenter une localisation membranaire dans tes 
cellules dans lesquelles ils sont exprimes. La demande concerne egalement le vecteur 
en lui-meme, une particule virale le comprenant et une composition antitumorale 
comprenant le ou les polypeptides modifies. Enfin, la demande concerne I'utilisation de 
ladite composition pour la preparation d'un medicament destine au traitement ou a la 
prevention d'un cancer du col de I'uterus, d'une dysplasie du col de bas grade ou d'une 
infection a papillomavirus. 

2) Le document WO-A-94/21680 decrit des vecteurs comprenant des sequences 
codant pour un polypeptide immunogene fusionne avec une sequence signal de 
reticulum endoplasmique ("ER signal sequence") et leur utilisation dans des 
compositions pour le traitement des cancers et des infections virales (cf. page 4, ligne 
8- page 5, ligne 15; page 9. ligne 24- page 12, ligne 7; page 16, ligne 4- page 19, ligne 
4). II est decrit que le polypeptide peut avoir une taille comprise entre environ 5 et 
environ 1000 acides amines et peut, par exemple, deriver de la region precoce d'un 
virus (cf. page 7, lignes 16-30). Le signal ER intervient pour permettre I'ancrage des 
polypeptides chimeres dans la membrane du reticulum endoplasmique (cf. page 6, 
ligne 31- page 7, ligne 15) afin de pouvoir ensuite etre presentes a la surface des 
cellules par les molecules de classe I du MCH (cf. page 3, lignes 2-7). Cette divulgation 
correspond exactement a I'approche presentee dans le cadre de la presente invention 
par la demanderesse a la page 6, lignes 8 a 23. 

Le document WO-A-94/21680 prive done de nouveaute I'objet des revendications 1 et 
15 a 19. 

3) Comme I'indique la demanderesse a la page 7, lignes 6 a 28, le choix du signal de 
localisation est vaste et n'est pas limite a des signaux de localisation ciblant une 
membrane d'un compartiment cellulaire particulier. De meme, le document WO-A- 
94/21680 decrit qu'il est possible remplacer la sequence ER par tout autre sequence 
signal connue. De plus, I'adaptation de la composition antitumorale decrite dans ce 
document a une utilisation destinee au traitement ou a la prevention d'une infection ou 
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tumeur a papillomavirus ne semble pas depasser les competences normales de 
I'homme du metier, etant donne que, comme le reconnait la demanderesse aux pages 
2 et 3, les genes precoces et tardifs d'un certain nombre de papillomavirus avaient deja 
ete identifies et clones avant la date de priorite revendiquee. L'homme du metier 
n'aurait done eu qu'a utiliser comme polypeptide d'adenovirus dans la composition 
dudit document un polypeptide de papillomavirus qu'il avait a disposition. Par 
consequent, L'objet des revendications 3 a 10 et 20 n'implique done pas d'activite 
inventive (Article 33(3) PCT). 

4) L'objet de la revendication 2 represente un choix evident qui se serait presente a 
I'homme du metier connaissant WO-A-94/21680 et les caracteristiques des 
revendications 11 a 14 sont purement conventionnelles. Ces revendications ne 
satisfont done pas non plus au critere enonce par I'article 33(3) PCT). 

5) Les revendications 1 a 20 sont susceptibles d'application industrielle telle que 
definie par I'article 33(3) PCT. 

6) Le present rapport a ete etabli en presumant que-toutes les revendications 
beneficient de la date de priorite revendiquee. Ainsi, le document "WO-A-96/39178" n'a 
pas ete considere comme faisant partie de I'etat de la technique tel que defini par le 
reglement d'execution (Regie 64(1 )-(3) PCT). 

7) Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat 
de la technique anterieure pertinent expose dans le document WO-A-94/21680 et ne 
cite pas ce document. 
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R V ndtcations 

Composition antitumorale comprenani au moins un veaeur recombinant 
renfermant ies sequences codant pour un ou plusieurs polypeptid€(s) 
imraunogene(sX caracterisee en ce que l^un au moins desdits polypeptides est un 
polypeptide presentant naturellement une localisation non membranaire et qui est 
modifie par insertion d'une sequence d'ancrage membranaire de maniere a 
pr^enter une localisation membranaire dans les cellules dans lesquelles il est 
exprime. 

Composition antitumorale selon la revendication I, caracterisee en cc que ledit 
polypeptide presente naturellement une localisation nucleaire et est en oua-e delete 
de sa sequence natureile de localisation nucleaire. 

Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 et 2, caraaerisee en ce 
que ladite sequence d'ancrage membranaire est selectionnee parmi le groupe 
constitue par celle de la glycoproieine rabique, de la glycoproteine env du virus 
HIV et de la proteine F du vims de la rougeole. 

Composition amitumorale-selon llme-des revendications 1 a 3,- caracterisee en -ce 
que ledit polypeptide immunogene est originaire d'une region precoce et/ou 
tardive d^jn papillomavirus. 

Composition antitumorale selon la revendication 4, caracterisee en ce que ledit 
polypeptide immunogene derive d*un polypeptide de la region precoce d*un 
papillomavirus. 

Composition antitumorale selon la revendication 5, caracterisee en ce que ledit 
polypeptide immunogene derive d'un polypeptide E6 ou E7 d'un papillomavirus. 
Composition antitumorale selon la revendication 6, caracterisee en ce que ledit 
polypeptide immunogene derive dun variant non oncogene dudit polypeptide E6 
ou E7 d'un papillomavirus. 

Composition antitumorale selon la revendication 4, caracterisee en ce que ledit 
polypeptide immunogene derive du polypeptide LI ou L2 dun papillomavirus. 
Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 a 8, caracterisee en ce 
qu'au moins un polypeptide immunogene derive d'un polypeptide precoce et au 
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moins xm polypeptide immunogfine derive d'uo polypeptide tardif d*un 
papillomavirus. 

10. Composition antitumorale selon Tune des revindications 1 a 9, caracterisee en ce 
qu'au moins un polypeptide immunogene est tel que : 

(1) ledit polypeptide immunogene a une sequence homologue ou identique a celle 
montree dans la SEQ ID NO: 1, 

(2) [edit polypeptide immunogene a une sequence homologue ou identique a celle 
montree dans la SEQ ID NO: 2, 

(3) ledit polypeptide immunogene a une sequence homologue ou identique a celle 
montree dans la SEQ ID NO: I et un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a celle montree dans la SEQ ID NO: 2, 

(4) ledit polypeptide immunogene a une sequence homologue ou identique a celle 
montree dans la SEQ ID NO: I, un polypeptide immunogene derivant de la 
protdne LI tfun papillomavirus et/ou un polypeptide immunogene derivant de la 
protdne L2 d'un papillomaviius, 

(5) ledit polypeptide immunogene a une sequence homologue ou identique a celle 
montree dans la SEQ ID NO; 2, un polypeptide immunogene derivant de la 
prot^ne LI d'un papillomavirus et/ou un polypeptide immunogene derivant de la 
proieine L2 d'un papillomavirus, ou 

(6) ledit polypeptide immunogene a une sequence homologue ou identique a celle 
montree dans la SEQ ID NO: 1, un polypeptide immunogene ayant une sequence 
homologue ou identique a celle montree dans la SEQ ID NO: 2, un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine Ll d*un papillomavirus et/ou un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine L2 d*un papillomavirus. 

1. Composition antitumorale selon Tune des revendications I a 10, caracterisee en ce 
que ledit vecteur recombinant comprend en outre les sequences codant pour au 
moins un compose ameliorant Teffet antitumoral de ladite composition. 

2. Composition antitumorale selon la revendication 1 1, caraaerisee en ce que iedit 
compose ameliorant I'effet antitumoral est un immunostimulateur. 

3. Composition antitumorale selon la revendication 12, caracterisee en ce que ledit 
compose immunostimulateur est selectionne parrai le groupe constitue par 
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rmierleukine-2. rinterleukme-7, rinterleukine-12 et les molecules de co-adhesion 
B7.1 etB7.2. 

14, Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 i 13, caraacrisee en ce 
que ledh vecteur recombinant derive d*un poxvirus. 
5 15. Composition antitumorale selon l*une des revendications 1 a 14, renfermant un 
support acceptable d'un point de vue pkarmaceutique permettant son 
administration par injection a Thomme ou a Taniraal. 

16. Vecteur recombinant comprenant les sequences codant pour un ou plusieurs 
polypeptide(s) inimunogene(s), caracterise en ce que I'un au moins desdits 

10 polypeptides presente les caracteristiques definies aux revendications 1415. 

1 7. Particule virale comprenant un vecteur recombinant selon la revendication 1 6. 

18. Composition antitumorale caracterisee en ce qu'elle comprend un ou plusieurs 
polypeptide(s) imraunogene(s), caracterisee en ce que I'un au moins desdits 
polypeptides presente les caracteristiques definies aux revendications 1 a 10, 

15 19. Utilisation dWe composition antitumorale selon l*une des revendications 1 a 15 et 
18, d'un veaeur recombinant selon la revendication 16 ou d*une particule virale 
selon la revendication 17, pour la preparation d*un medicament destine au 
traitement ou a la prevention d'un cancer ou d*une tumeur. 
20. Utilisation selon la revendication 19, pour la preparation d'un medicament destine 

20 au traitement ou a la prevention d'un cancer du col de I'uterus, d'une dysplasie du 

col de has grade ou d'une infection a papillomavirus. 
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(57) Abstract 

The invention concerns an antitumoral composition comprising as therapeutic agent one or several immunogenic polypeptides, of 
which at least one is modified so as to have a cell location different from its native location. The invention also concerns a composition 
based on a recombinant vector expressing said immunogenic polypeptide. It further concerns a recombinant vector comprising at least 
the sequences coding for an immunogenic polypeptide originating from a precocious and/or tardive region of a papillomavirus having a 
modified location and a viral particle comprising said vector. Finally it concerns the therapeutic use of said composition, said recombinant 
vector and said viral particle. 



(57) Abr^g^ 

La prdsente invention conceme une composition antitumorale comprenant ^ titre d 'agent th6rapeutique un ou plusieurs polypeptides 
immunogfenes, dont Tun au moins est modifi6 de manifere ^ presenter une localisation cellulaire diff^rente de sa localisation native. Elle 
conceme 6galement une composition ^ base de vecteur recombinant exprimant ledit polypeptide immunogfene. Elle a 6galement pour objet 
un vecteur recombinant comprenant au moins les sequences codant pour un polypeptide immunogdne originaire d*une region pr^coce et/ou 
tardive d'un papillomavirus modifi6 au niveau de sa localisation ainsi qu*une particule virale comprenant ledit vecteur. Enfin, elle conceme 
I'utilisation th6rapeutique de la composition, du vecteur recombinant et de la particule virale selon Tinvention. 
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Composition antitumorale a base de polypeptide immunogene de 
localisation cellulaire modifiee 



La presente invention a pour objet une composition antitumorale comprenant 
a titre d'agent therapeutique ou prophylactique un polypeptide immunogene modifie 
de maniere a presenter une localisation differente de sa localisation native. Elle 

10 concerne egalement une composition a base de vecteur recombinant exprimant ledit 
polypeptide. Une telle composition est plus particulierement destinee au traitement 
ou la prevention des lesions associees aux papillomavirus, 

II est generalement admis que le cancer est une maladie qui resulte d'une 
perte du controle de la multiplication cellulaire. Ses causes peuvent etre multiples et 

1 5 dues notamment a un dysfonctionnement de genes cellulaires (activation par exemple 
par mutation somatique de genes potentiellement oncogenes ; deregulation de 
I'expression ; inhibition de I'expression de genes suppresseurs de tumeurs) ou a 
I'expression indesirable de genes viraux. 

Chez rhomme, les papillomavirus (HPV) sont associes a des pathologies 

20 allant de I'infection benigne de la peau, aux verrues et aux tumeurs malignes. Parmi 
les 75 types de HPV identifies jusqu'a present, 20 isolats distincts sont hautement 
specifiques des voies genitales et 5 d'entre eux (HPV- 16 et 18 et a un moindre degre 
les HPV-31, 33 et 45) sont clairement associes au cancer du col de I'uterus et des 
voies basses. Toute une serie d'etudes demontre le role transformant de ces virus, 

25 leur integration specifique dans le genome des cellules neoplasiques, leur activite 
genique dans les cellules cancereuses et I'importance de I'expression de certains 
genes viraux dans le maintien du phenotype malin des cellules neoplasiques HPV 
positives (Monsenego, J. Impact Medecin, 11 mars 1994). 

D'une maniere generale, les papillomavirus sont des virus a ADN possedant 

30 un genome circulaire d'environ 7900 paires de bases entoure par une capside 
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proteique. Un certain nombre de types de papillomavirus, notamment bovins (BPV) 
et humains (HPV) ont ete identifies (Pfister, 1987, in The papovaviridae : The 
Papillomaviruses, edition Salzman et Howley, Plenum Press, New York, p 1-38). 
Leur genome comprend une region precoce contenant les cadres de lecture El, E2, 
5 E4, E5, E6 et E7 et une region tardive codant pour les proteines de capside LI et 
L2. 

Les proteines precoces ont la capacite de Her TADN et sent trouvees de 
maniere predominante dans le noyau. Les produits d'expression El et E2 regulent 
la replication virale et I'expression des genes viraux alors que ceux des regions E5, 

10 E6 et E7 sont impliques dans les processus de transformation oncogenique des 
cellules infectees. A cet egard, il a ete montre experimentalement que la proteine E5 
de BPV-1 peut in vitro transformer des cellules (Schlegel et al, 1986, Science 233, 
464-467). Le pouvoir transformant de E7 a ete demontre pour HPV-16 et HPV- 18 
(Kanda et al., 1988, J. Virol. 62, 610-613 ; Vousden et al., 1988, Oncogene Res. 3, 

15 1-9 ; Bedell et al, 1987, J. Virol. 67, 3635-3640) et correle a sa capacite a lier le 
produit du gene du retinoblastome (Rb) (Munger et al, 1989, EMBO J. 8, 4099- 
4105 ; Heck et al., 1992, Proc. Natl, Acad. Sci. USA 89, 4442-4446). Par aiUeurs, 
Crook et al. (1991, Cell 67, 547-556) ont montre que I'antigene E6 de HPV-16 et 
18 peut complexer le produit du gene p53, ce qui explique son role predominant 

20 dans la transformation cellulaire, 

Les pathologies associees aux virus HPV posent un probleme therapeutique 
du fait de leur nature persistante et recurrente. Meme si les approches classiques 
demeurent la chirurgie et la chimiotherapie, Timmunotherapie est maintenant 
envisagee pour le traitement de ces maladies. Le candidat vaccin ideal doit, a titre 

25 preventif (immunoprophylaxie), empecher I'infection de s'etablir durablement et de 
se propager aux tissus voisins et, a titre curatif (immunotherapie), reduire revolution 
tumorale chez les patientes infectees. On a propose jusqu'a present d'utiliser les 
antigenes de capside pour induire la production d'anticorps contre les epitopes 
localises a ia surface des particules virales et les proteines precoces pour etablir 

30 rimmunite cellulaire a I'encontre des cellules infectees apres integration de I'ADN 
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viral. 

A cet egard, le brevet europeen EP 0 462 187 decrit une approche 
therapeutique par administration de poxvirus exprimant les genes precoces des 
papillomavirus. L'approche de vaccination decrite dans WO 93/02184 est basee sur 
5 I'utilisation des antigenes de capside a titre d'agents immunogenes et notamment de 
particules virales vides d'ADN (VLP pour Virus like particles) reconstituees in vitro. 
La demande fran?aise 96 09584 divulgue une composition associant I'efFet preventif 
procure par les polypeptides precoces et I'effet curatif confere par les polypeptides 
tardifs des papillomavirus. Or, jusqu'a present, on a mis en oeuvre les proteines 

10 virales, eventuellement mutees de maniere a abolir leur activite transformante, mais 
neanmoins natives du point du vue de leur localisation cellulaire. 

La presente invention se propose d'utiliser des proteines immunogenes dont 
la localisation a ete modifiee dans le but d'ameliorer leur accessibilite au systeme 
immun de I'hote, afin d'ameliorer ou stimuler une reponse immunitaire a I'egard de 

1 5 la tumeur ou du cancer a traiter, que celle-ci soit specifique ou non specifique et de 
type humoral (production d'anticorps) ou cellulaire (reponse cytotoxique CTL). 

On a maintenant modifie les antigenes nucleaires E6 et E7 de HPV-16 par 
introduction de sequences d'ancrage et de secretion appropriees afin de leur conferer 
une presentation transmembranaire. Le changement de localisation a un effet 

20 benefique sur la reponse immune qui se traduit par une activite antitumorale 
superieure chez les animaux traites avec un virus de la vaccine co-exprimant les 
antigenes E6 et E7 membranaires et riL-2 humaine, compare a ceux ayant re9U un 
virus equivalent produisant les antigenes nucleaires. Le but de la presente invention 
est de mettre a la disposition du public des compositions antitumorales plus efficaces 

25 que les compositions de Tart anterieur, pour inhiber au moins partiellement 
I'etablissement ou la progression d'une tumeur ou d'un cancer. Une application 
particulierement utile est le traitement des infections a HPV et plus particulierement 
des pathologies graves telles que le cancer du col de Tuterus. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet une composition 

30 antitumorale comprenant a titre d'agent therapeutique ou prophylactique un ou 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



wo 99/03885 



PCT/FR98/01576 



4 



plusieurs polypeptide(s) immunogene(s), I'un au moins desdits polypeptides etant 
modifie de maniere a presenter une localisation differente de sa localisation native. 

Au sens de la presente invention, le terme "polypeptide immunogene" 
designe un polypeptide qui ne trouve pas son equivalent dans les cellules normales. 
5 Un exemple prefere est constitue par un antigene tumeur-specifique. Pour illustrer, 
on peut citer les antigenes cellulaires dont I'expression survient pendant la periode 
foeto-embryonnaire et regresse a la naissance jusqu'a disparaitre, les antigenes qui 
s'expriment normalement a un tres faible niveau et qui, exprimes a fort niveau, 
deviennent caracteristiques d'une tumeur, les antigenes cellulaires dont la structure 

10 ou la conformation est modifiee ou encore les antigenes non cellulaires, en particulier 
viraux derivant d'un virus oncogene. II peut s'agir par exemple des produits 
d'expression des genes BRCA-1 (Miki et al., 1994, Science 226, 66-71), BRCA-2 
(Wooster et al., 1995, Nature 575, 789-792), MUC-1 (Hareuveni et al., 1990, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 57, 9498-9502), CEA..., dont certaines mutations ou la 

1 5 surexpression sont impliquees dans le developpement cancereux. Pour ce qui est des 
antigenes viraux, on peut citer plus particulierement les produits d'expression des 
genes precoces ou tardifs des papillomavirus, EBNA-1 du virus Epstein Barr, les 
antigenes des virus HTLV (Human T Lymphocyte Virus) I et II ou des virus de 
I'hepatiteB et C. Les antigenes specifiques de tumeurs sont largement decrits dans 

20 la litterature accessible a I'homme de I'art 

La caracteristique essentielle du polypeptide en usage dans la presente 
invention est de presenter une localisation differente de sa localisation native. Les 
mecanismes de transport et les signaux impliques sont decrits dans les ouvrages de 
biologie cellulaire (voir par exemple Molecular Biology of the Cell, Third Ed. 

25 Garland Publishing Inc. NY & London). Brievement, la grande majorite des 
polypeptides est synthetisee sur des ribosomes libres dans le cytosol ou ils excercent 
leur activite. Mais, certains polypeptides ont une destination cellulaire autre, 
generalement determinee par la presence de signaux peptidiques appropries et 
doivent etre transportes jusqu'a celle-ci. Ainsi, les polypeptides destines a etre 

30 exportes vers la membrane plasmique ou secretes a I'exterieur de la cellule sont 
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synthetises par des ribosomes associes au reticulum endoplasmique (RE) 
generalement sous forme de precurseurs comportant a leur extremite amino- 
terminale une sequence de secretion (ou peptide signal) qui initie leur passage dans 
le RE. Elle est ensuite eliminee par une endopeptidase specifique pour donner le 
5 polypeptide mature. Une sequence de secretion comporte habituellement 15 a 35 
acides amines essentiellement hydrophobes, D n'existe pas de sequence consensuelle 
et il semble que ce soit la structure secondaire qui determine la reconnaissance par 
I'endopeptidase. Neanmoins, le clivage proteolytique a lieu le plus souvent apres un 
residu glycine, serine ou alanine. 

10 Les proteines membranaires comportent generalement une sequence 

d'ancrage de nature fortement hydrophobe qui reste inseree dans la membrane 
plasmique. Le polypeptide peut etre transmembranaire avec Tune de ses extremites 
exposee a I'exterieur de la cellule, la sequence d'ancrage traversant la membrane et 
I'autre extremite du cote cytosolique. Dans la plupart des cas, la chaine 

15 polypeptidique imbriquee dans la double couche lipidique de la membrane a une 
conformation en helice a (voir par exemple Branden et Tooze, 1991, dans 
Introduction to Protein Structure p 202-214, NY Garland). 

Quant a la localisation nucleaire, elle peut etre conferee par la presence d'une 
courte sequence dite de localisation nucleaire (NLS) composee principaiement de 

20 residus charges positivement, tels que lysine et arginine. On peut citer a titre 
d'exemples les signaux de translocation nucleaire KRKKRK et RKRRKR presents 
dans les polypeptides LI et L2 de HPV (Zhou et al., 1991, Virology 185, 625-632). 
Cependant, certains polypeptides excer^ant leur fonction au sein du noyau ne 
possedent pas de sequence NLS typique. C'est le cas des antigenes E6 et E7 de 

25 papillomavirus. 

Le polypeptide immunogene compris dans la composition selon invention 
peut resulter de introduction et/ou la deletion de signaux de localisation appropries 
au sein d'un polypeptide natif, d'un fragment de celui-ci, d'une chimere comportant 
des sequences d'origines difFerentes ou d'un variant (deletion, insertion et/ou 

30 substitution d'un ou plusieurs acides amines). De maniere plus particuhere, sa 
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sequence en acides amines presente un degre de similarite avec tout ou partie de la 
sequence du polypeptide natif dont 11 est issu superieur a 70 %, avantageusement, 
superieur a 80 % et, de preference, superieur a 90 %. Le degre de similarite peut 
etre aisement calcule a I'aide d'un programme ordinateur approprie ou en alignant les 
5 sequences de maniere a obtenir le degre maximal d'homologie et en comptabiiisant 
le nombre de positions dans lesquelles les acides amines des deux sequences se 
retrouvent a I'identique par rapport au nombre total de positions, 

L'homme du metier connait les signaux permettant le changement de 
presentation cellulaire d'un polypeptide. Dans le cas ou Ton desire que le polypeptide 

10 immunogene soit secrete, I'adjonction d'une sequence de secretion a son extremite 
amino-terminale, permettra son transport via le RE vers Fexterieur de la cellule bote. 
L'insertion a lieu de preference immediatement en aval du codon initiateur de la 
traduction. Dans le cadre de la presente invention, il peut etre avantageux de 
muter/deleter tout ou partie des residus determinant la localisation native, pour 

15 eviter les interferences. Par exemple, si le polypeptide natif a une destination 
membranaire, il comporte d'ores et deja une sequence de secretion et on procedera 
eventuellement a la mutation ou deletion de la sequence d'ancrage hydrophobe. En 
outre, rinactivation (par mutation/deletion) des signaux natifs peut permettre une 
localisation cytoplasmique. La presentation cytoplasmique d'un peptide immunogene 

20 presentant normalement une localisation cellulaire diflFerente (par exemple nucleaire, 
membranaire, secretee ...) peut favoriser la presentation peptidique mediee par les 
antigenes de classe I du complexe majeur d'histocompatibilite et la reponse CTL in 
vivo (Tobery et Siliciano, 1997, J. Exp. Med. 5, 909-920). Un autre mode de 
realisation envisageable consiste a fiisionner le polypeptide immunogene avec 

25 I'ubiquitine egalement dans le but de stimuler une reponse CTL puissante. 

Avantageusement, une composition selon I'invention comprend un 
polypeptide immunogene modifie de maniere a presenter une localisation 
membranaire, de preference, par insertion d'une sequence d'ancrage membranaire et, 
dans le cas ou le polypeptide natif en est depourvu, d'une sequence de secretion. Le 

30 site d'insertion prefere de la sequence de secretion est I'extremite N-terminale, 
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comme indique precedemment, et celui de la sequence d'ancrage membranaire est 
Textremite C-terminale, par exemple immediatement en amont du codon stop. Dans 
ce contexte, il peut egalement etre avantageux de proceder a la mutation/deletion de 
tout ou partie des signaux de localisation natifs (par exemple sequence NLS) pour 
5 ne pas interferer avec la nouvelle localisation. 

Le choix du signal de localisation susceptible d'etre mis en oeuvre dans le 
cadre de la presente invention est vaste. II peut deriver de toute proteine en 
comportant d'origine eucaryote ou non (virus, parasite, champignon ....) du moment 
qu'il soit reconnu par la cellule a traiter. II peut etre naturel ou synthetique, 

10 heterologue ou homologue vis a vis de cette demiere. II peut egalement comporter 
une ou plusieurs modifications par rapport au signal dont il derive, sous reserve 
qu'elle(s) n'afFecte(nt) pas sa fonction. A titre indicatif, on preferera avoir recours 
aux sequences de secretion et/ou d'ancrage membranaire de la glycoproteine rabique, 
de la glycoproteine env du virus HIV ou de la proteine F du virus de la rougeole. 

15 Dans le cas ou la modification du polypeptide immunogene fait intervenir plusieurs 
signaux de localisation (par exemple sequence de secretion et d'ancrage 
membranaire), ceux-ci peuvent avoir une origine commune ou diiferente. 

II est egalement possible de mettre en oeuvre des signaux de localisation 
ciblant un compartiment cellulaire particulier. On peut citer notamment une sequence 

20 consensus d'endocytose (par exemple celle presente dans la region C-terminale des 
chaines lourdes d'imraunoglobuline IgGl de sequence IPNYRNM ; Kaisho et al., 
1997, Science 27d, 412-414) ou une sequence permettant le ciblage dans la 
membrane de I'appareil de Golgi (Mochamer et Rose, 1987, J. Cell Biol. 705, 1205- 
1214 ; Mochamer, 1993, Curr. Opin. Cell Biol. 5, 606-612). On peut notamment 

25 envisager I'emploi de sequences derivees de la glycoproteine El de Coronavirus 
divulguees dans la banque de donnees Swiss-Prot sous Taccession PI 1222. 
L' incorporation de ce type de sequence a Textremite C-terminale du polypeptide 
immunogene est preferee. 

Par ailleurs, la modification de la localisation cellulaire peut etre realisee par 

30 toute technique conventionnelle, notamment par mutagenese dirigee, ligation de 
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signaux exogenes ou PCR. 

Selon un mode de realisation prefere, une composition antitumorale selon 
I'invention, est destinee a traiter ou prevenir les infections a papillomaviais et les 
desordres en resultant, en particulier les dysplasies du col de bas grade et le cancer 
5 du col de I'uterus. Selon ce mode de realisation, elle comprend au moins un 
polypeptide immunogene originaire d'une region precoce et/ou tardive d'un 
papillomavirus , notamment d'un virus a risque tel que HPV-16, 18, 31, 33 ou 
encore 45. 

Conformement aux buts poursuivis par la presente invention, on peut mettre 

1 0 en oeuvre un ou plusieurs polypeptides immunogenes de papillomavirus quels qu'ils 
soient. Comme rappele precedemment, leur genome code pour 8 polypeptides, deux 
polypeptides tardifs LI et L2 composant la capside virale et 6 polypeptides precoces 
(El, E2, E4, E5, E6 et E7) impliques dans la regulation, le maintien du genome viral 
et la transformation des cellules infectees. 

15 S'agissant d'un polypeptide immunogene de type precoce, on choisit 

avantageusement de mettre en oeuvre un polypeptide derivant de E6 ou de E7, 
modifie notamment de maniere a presenter une localisation membranaire. Etant 
donne les observations rappelees plus haut sur le pouvoir transformant, on a de 
preference recours a un variant non oncogene mute au niveau de la region impliquee 

20 dans le processus de transformation cellulaire. De tels variants sont decrits dans la 
litterature (Munger et al., 1989, EMBO J. S, 4099-4105 ; Crook et al., 1991, Cell 
67, 547-556 ; Heck et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci, USA 89, 4442-4446 ; Phelps 
et al, 1992, J. Virol 6(5, 2418-2427). Un polypeptide immunogene convenant 
particulierement aux fins de la presente invention, est I'antigene E6 de HPV-16 

25 delete des residus 1 1 1 a 1 15 (+1, representant le premier acide amine de I'antigene 
viral natif) et fusionne aux signaux de secretion et d'ancrage de la proteine F du virus 
de la rougeole (SEQ ID NO: 1). On peut egalement utiliser I'antigene E7 de HPV-16 
delete des residus 22 a 25 et fusionne aux sequences d'ancrage et de secretion de la 
glycoproteine rabique (SEQ ID NO: 2). 

30 La composition antitumorale selon I'invention peut egalement comprendre 
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un polypeptide immunogene originaire de la region tardive d'un papillomavirus, 
derivant deLl ouL2. 

Bien entendu, la composition antitumorale selon I'invention peut comprendre 
plusieurs polypeptides immunogenes, dont I'un au moins presente une localisation 
5 cellulaire differente de sa localisation native. On peut citer pour illustrer une 
composition associant plusieurs polypeptides derives de papillomavirus, ceux-ci 
pouvant avoir une origine commune ou differente (par exemple HPV-16 at 18 dans 
le but d'elargir le spectre d'action). Une composition combinant plusieurs 
polypeptides d'origine precoce permettra d'ameliorer I'effet therapeutique. La 

1 0 combinaison des polypeptides derives de LI et L2 pourrait avoir un eflfet benefique 
sur les proprietes preventives de la composition. Enfin, une composition qui convient 
tout particulierement aux buts poursuivis par la presente invention comprend au 
moins un polypeptide precoce et au moins un polypeptide tardif de papillomavirus 
afin de combiner I'effet preventif et curatif Selon un mode prefere, I'un au moins des 

1 5 polypeptides immunogenes d'origine precoce est modifie de maniere a presenter une 
localisation membranaire par adjonction de sequences de secretion et d'ancrage telles 
que celles citees auparavant. 

A cet egard, une composition preferee selon invention comprend : 

(1) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 
20 identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 1, 

(2) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 
identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ED NO: 2, 

(3) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 
identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 1 et 

25 un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 

identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, 

(4) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 
identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ED NO: 1, 
un polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un 

30 papillomavirus et/ou un polypeptide immunogene derivant de la 
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proteine L2 d'un papillomavims, 

un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 
identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, 
un polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un 
papillomavirus et/ou un polypeptide immunogene derivant de la 
proteine L2 d'un papillomavirus, ou 

un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 
identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 1, 
un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 
identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, 
un polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un 
papillomavirus et/ou un polypeptide immunogene derivant de la 
proteine L2 d'un papillomavirus. 
Le terme «homologue» fait reference a un degre d'identite avec ladite 
1 5 sequence superieure a 70 %, avantageusement superieur a 80 %, de preference, 
superieure a 90 % et, de maniere tout a fait preferee, superieur a 95 %. 

Avantageusement, une composition antitumorale selon I'invention peut 
comprendre en outre au moins un compose ameliorant son efFet antitumoral, dans 
le but d'augmenter I'intensite de la reponse immunitaire specifiquement ou non. 
20 Outre les adjuvants, les immunostimulateurs represented des composes 
particulierement preferes. Par "immunostimulateur", on entend un compose ayant 
la capacite de renforcer une reponse immunitaire humorale afin d'amplifier la 
production d'anticorps diriges contre le polypeptide immunogene ou a mediation 
cellulaire, afin de declencher une reponse cytotoxique significative a I'encontre des 
25 cellules tumorales ou infectees. A titre indicatif, I'immunostimulation peut etre 
evaluee en modele animal cancereux par comparaison du taux de rejet dans un 
animal traite avec le polypeptide immunogene, ceci en presence et en absence de 
rimmunostimulateur. D'une maniere plus generale, les moyens pour mettre en 
evidence une immunostimulation sont indiques dans Roitt {Immunology, 4th edition, 
30 Moby Ltd). Un des avantages d'une telle composition est qu'elle combine Timmunite 
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specifique induite par le polypeptide immunogene et rimmunite aspecifique induite 
par la molecule immunostimulatrice. 

Dans le cadre de la presente invention, on peut utiliser un immunostimulateur 
natif, notamment d'origine humaine, une partie de celui-ci, une chimere provenant 
5 de la fusion de sequences d'origines diverses ou encore un mutant, a la condition 
toutefois de conserver la fonction immunostimulatrice. Parmi toutes les molecules 
envisageables, on preferera mettre en oeuvre un immunostimulateur choisi parmi 
rinterleukine-2, 1'interleukine-?, rinterleukine-12 et les molecules de co-adhesion 
B7.1 et B7.2. On indique que rinterleukine-2 et la molecule B7.1 sont 

1 0 particulierement preferees. 

D'une maniere generate, les polypeptides immunogenes et 
immunostimulateurs peuvent etre produits par les methodes conventionnelles de 
synthese chimique ou bien par les techniques de I'ADN recombinant (voir par 
exemple Maniatis et al., 1989, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory 

15 Press, Cold Spring Harbor, NY). Plus particulierement, un procede de preparation 
comprend I'acte de cultiver une cellule transformee par un fragment d'ADN codant 
pour le polypeptide en question pour generer une cellule productrice et I'acte de 
recolter ledit polypeptide a partir de la culture. La cellule productrice peut etre d'une 
origine quelconque et sans limitation, une bacterie, une levure ou bien une cellule de 

20 mammifere, dans la mesure ou le fragment d*ADN considere est soit integre dans son 
genome soit integre dans un vecteur d'expression approprie. Bien entendu, ie 
fragment d'ADN est place sous le controle de signaux de transcription et de 
traduction permettant son expression dans la cellule productrice. Vecteurs 
d'expression et signaux de controle sont connus de Thomme du metier. 

25 La presente invention vise egalement une composition antitumorale 

comprenant a titre d'agent therapeutique ou prophylactique au moins un vecteur 
recombinant comprenant les sequences codant pour un ou plusieurs polypeptides 
immunogenes, I'un au moins desdits polypeptides etant modifie de maniere a 
presenter une localisation differente de sa localisation native et, eventuellement, pour 

30 un compose ameliorant I'effet antitumoral. Ce type de composition presente 
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I'avantage d'une production bon marche et d'une grande stabilite dans des conditions 
d'environnement varices. En particulier, les conditions de conservation sont moins 
contraignantes. Les polypeptides ont les caracteristiques telles que definies ci-avant. 
Les sequences codant pour le polypeptide immunogene ou ameliorant I'efFet 
5 antitumoral peuvent etre obtenues par clonage, par PCR (Polymerase Chain 
Reaction) ou par synthese chimique selon les techniques conventionnelles 
communement en usage et a partir des donnees de la litterature. Pour ce qui est du 
mode de realisation prefere, les sequences codant pour les polypeptides de 
papillomavirus peuvent etre isolees a partir de cellules papillomavirus positives 

10 obtenues de patients ou de collections. L'insertion des signaux de localisation 
appropries peut etre realisee par les techniques de biologie moleculaire. Les 
sequences codant pour Timmunostimulateur peuvent etre donees a partir de I'ADN 
cellulaire ou des ARN messagers d'une cellule dans laquelle il est exprime. L'homme 
du metier est capable de generer les sondes ou amorces appropriees a partir des 

15 donnees publiees. On indique que la sequence nucleotidique des genomes HPV-16 
et 18 est divulguee dans Genbank aux numeros d'accession K02718 et X05015 
respectivement. La sequence du gene humain IL-2 est decrite dans le brevet franfais 
85 09480 et dans Taniguchi et al. (1983, Nature 302, 305-311) et celle codant pour 
I'antigene B7.1 dans Freeman et al. (1989, J. of Immunology 143, 2714-2722). 

20 Un vecteur utilisable dans le cadre de I'invention peut etre plasmidique ou 

viral, derive notamment d'un poxvirus, d'un adenovirus, d'un retrovirus, d'un virus 
de I'herpes ou d'un virus associe a I'adenovirus. Avantageusement, il s'agira d'un 
vecteur non-integratif et d'une virulence attenuee. De tels vecteurs ainsi que leurs 
techniques de preparation sont connus de Thomme de I'art. 

25 Dans le cas ou Ton met en oeuvre un vecteur adenoviral, on aura de 

preference recours a un vecteur non replicatif par deletion de regions essentielles a 
la replication et, notamment, de la majorite de la region El afin d'eviter sa 
propagation au sein de Torganisme hote ou I'environnement. II va de soi que Ton 
peut modifier ou deleter d'autres regions du genome adenoviral, notamment au sein 

30 des regions E2, E4 et/ou L1-L5, dans la mesure oii les fonctions essentielles 
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defectives sont complementees en trans. Pour illustrer ces modes de realisation, on 
peut citer la mutation thermosensible afFectant le gene DBP (pour DNA Binding 
Protein en anglais) de la region E2A (Ensinger et al, 1972, J. Virol 70, 328-339). 
Une deletion partielle de la region E4 a Texception des sequences codant pour les 

5 cadres de lecture ouverts (ORF) 6 et 7 est egalement envisageable (Ketner et al., 
1989, Nucleic Acids Res. 77, 3037-3048). Une autre possibility est la deletion totale 
de Tunite transcriptionnelle E4. Par ailleurs, le vecteur adenoviral selon Tinvention 
peut etre depourvu de tout ou partie de la region non essentielle E3. Selon cette 
alternative, il peut etre interessant de conserver neanmoins les sequences E3 codant 

1 0 pour les polypeptides permettant Techappement au systeme immunitaire de I'hote, 
notamment la glycoproteine gpl9k (Gooding et al, 1990, Critical Review of 
Immunology 70, 53-71). Un vecteur adenoviral prefere selon I'invention retiendra 
au minimum les sequences essentielles a I'encapsidation, a savoir les ITRs (Inverted 
Terminal Repeat) 5' et 3* et la region d'encapsidation. On indique qu'il peut deriver 

15 d'un adenovirus humain ou animal et d'un serotype quelconque. Les adenovirus 
humains du sous groupe C et notamment les adenovirus 2 (Ad2) et 5 (Ad5) 
conviennent tout particulierement a la mise en oeuvre de I'invention. Les difFerents 
vecteurs adenoviraux ainsi que leurs techniques de preparation sont conventionnels 
et sont decrits dans Graham et Prevect (1991, m Methods in Molecular Biology, vol 

20 7, p 109-128 ; Ed : E.J. Murey, The Human Press Inc.) et dans la demande 
Internationale WO 94/28152. Par exemple, il peut etre genere in vitro dans 
Escherichia coli {Exoli) par ligation ou recombinaison homologue (voir par 
exemple la demande intemationale W096/17070) ou encore par recombinaison dans 
une lignee de complementation. 

25 S'il s'agit d'un retrovirus, on conserve les LTRs (Long Terminal Repeat) et 

les sequences d'encapsidation (voir par exemple Naviaux et Verma, 1992, Current 
Opinion in Biotechnology 5, 540-547). La sequence codant pour le(s) polypeptide(s) 
immunogene(s) peut etre placee sous le controle du LTR retroviral ou d'un 
promoteur interne tels que ceux decrits ci-apres. II peut deriver d'un retrovirus 

30 d'une origine quelconque (murin, primate, felin, humain etc..) et en particulier du 
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MoMuLV (Moloney murine leukemia virus), MVS (Murine sarcoma virus) ou 
Friend murine retrovirus (Fb29). II peut egalement comporter des modifications 
notamment au niveau des LTR (remplacement de la region promotrice par un 
promoteur eucaryote) ou de la region d'encapsidation (remplacement par une region 
5 d'encapsidation heterologue, par exemple de type VL30) (voir les demandes 
fi-anfaises 94 08300 et 97 05203). 

Selon un mode de realisation avantageux, un vecteur recombinant selon 
rinvention derive d'un poxvirus et, notamment, d'un poxvirus aviaire, tel que le 
poxvirus du canari, d'un fowlpox ou d'un virus de la vaccine, ce dernier etant 

1 0 prefere. Parmi tous les virus de la vaccine envisageables dans le cadre de la presente 
invention, on choisit de preference les souches Copenhague, Wyeth et Ankara 
modifiee (MVA pour Modified Vaccinia Virus Ankara). 

Generalement, le site d' insertion est choisi dans une region non essentielle 
a la replication de sorte que les capacites de replication et propagation du virus 

1 5 recombinant ne sont pas alterees. A titre indicatif, lorsque Ton utilise un virus de la 
souche Copenhague, le site d'insertion prefere est le locus TK, ce qui a pour efFet 
d'inactiver celui-ci et ainsi faciliter la selection des recombinants. On peut egalement 
utiliser le locus KIL. Pour ce qui est d'un virus MVA, I'insertion des sequences 
recombinantes (immunogenes et immunostimulatrices) peut etre realisee au sein de 

20 Tune au moins des excisions I a VI et, notamment II ou III (Meyer et al., 1991, J. 
Gen. Virol 72, 1031-1038 ; Sutter et al., 1994, Vaccine 72, 1032-1040). L'insertion 
peut egalement avoir lieu dans une region virale essentielle, comme la region D4R, 
la fonction defective pouvant etre foumie en tram par exemple par le biais d'une 
lignee de complementation. 

25 Bien entendu, dans le cadre de la presente invention, les sequences codant 

pour le polypeptide immunogene ou ameliorant I'effet antitumoral sont placees sous 
le controle des elements necessaires a leur expression dans une cellule ou un 
organisme bote. Ceux-ci incluent les elements de regulation de la transcription ainsi 
que des signaux d'initiation et de terminaison de la traduction. Parmi eux, le 

30 promoteur revet une importance particuliere. D'une fa^on generale, on aura recours 
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a un promoteur fonctionnel dans rorganisme ou la cellule bote que Ton veut traiter 
et adapte au vecteur employe. En outre, il peut etre modifie de maniere a contenir 
des sequences reguiatrices, par exemple un element activateur de la transcription ou 
des sequences repondant a certains signaux cellulaires. A cet egard, il peut etre 
5 avantageux d'utiliser un promoteur tissu-specifique puisque les lesions associees aux 
papillomavirus sont localisees au niveau des voies genitales ou un promoteur 
repondant a des signaux specifiquement tumoraux (par exemple active en presence 
de facteurs de croissance generalement surexprimes par les cellules tumorales) afin 
de limiter I'expression aux seules cellules tumorales. 

10 Parmi les promoteurs envisageables dans le cadre de Finvention, on peut citer 

les promoteurs SV40 (Virus Simian 40), HMG (Hydroxy-Methyl-Glutaryl-coenzyme 
A), TK (Thymidine Kinase), CMV (cytomegalovirus), RS V (Rous Sarcoma Virus), 
MLP (Major Late Promoter) adapte au vecteur adenoviraux et le LTR du Mo-MLV 
(Moloney Murine Leukemia Virus) plus specifique des vecteurs retroviraux. Le 

1 5 promoteur precoce du Cytomegalovirus (CMV) est tout particulierement prefere. 
II peut egalement s'agir d'un promoteur stimulant I'expression dans une cellule 
tumorale ou cancereuse. On peut citer notamment les promoteurs des genes MUC-1 
surexprime dans les cancers du sein et de la prostate (Chen et al., 1995, J. Clin. 
Invest 96, 2775-2782), tyrosinose surexprime dans les melanomes (Vile et al., 1993, 

20 Cancer Res. 5 J, 3860-3864) et ERB-2 surexprime dans les cancers du sein et du 
pancreas (Harris et al., 1994, Gene Therapy 7, 170-175). Les promoteurs en 
question sont decrits dans la litterature et peuvent etre clones a partir du genome 
cellulaire ou viral par les techniques classiques. 

S'agissant d'un vecteur poxviral, on aura recours a un promoteur pox, par 

25 exemple 7,5K, H5R, TK, p.28, p. 11 ou encore KIL du virus de la vaccine. Un 
promoteur synthetique convient egalement a la mise en oeuvre de la presente 
invention (voir par exemple Chakxabarti et al., 1997, Biotechniques 23, 1094-1097 
; Hammond et al., 1997, J. Virological Methods 66, 135-138 et Kumar et Boyle, 
1990, Virology 779, 151-158). A cet egard, il s'agit avantageusement d'un 

30 promoteur chimere entre un promoteur tardif et un promoteur precoce. 
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Par ailleurs, les elements necessaires a I'expression peuvent egalement 
comporter des sequences ameliorant Texpression ou le maintien dans la cellule bote 
(intron, sequence terminatrice de la transcription, site d'initiation de la traduction....). 
Cependant, dans le cas d'un vecteur poxviral, on evitera I'emploi d'introns. 
5 Une composition selon I'invention peut comprendre un seul ou plusieurs 

vecteurs recombinants exprimant les sequences correspondant aux polypeptides 
choisis places, sous le controle d'elements independants ou communs. Selon cette 
derniere option, on peut avoir recours a des sequences permettant d'initier la 
traduction de maniere interne (IRES) ou a des fusions en phase des differents genes. 

1 0 Les conditions generales d'obtention d'un vecteur recombinant en usage dans 

la presente invention sont largement decrites dans I'etat de la technique. S'agissant 
d'un vecteur poxviral, on peut se referer au brevet europeen EP 83 286 dont le 
contenu est ici incorpore par reference. Ces conditions sont applicables aux autres 
vims acceptables comme vecteur qui possedent une region genomique dans laquelle 

1 5 les blocs d'expression peuvent etre incorpores. Bien entendu, ils peuvent etre inseres 
dans le meme locus ou un locus diflFerent. 

Conformement aux buts poursuivis par la presente invention, un vecteur 
recombinant peut en outre comprendre un bloc d'expression d'un gene marqueur de 
selection afin de faciliter les etapes d'isolement et de purification du virus 

20 recombinant. On peut citer notamment le gene neo conferant la resistance a 
I'antibiotique G4I8, le gene pac de resistance a la puromycine, le gene TK du virus 
de I'herpes simplex de type I (HSV-1) qui confere la sensibilite a certains analogues 
de nucleosides tels que le ganciclovir ou I'acyclovir, le gene gpt (xanthine guanine 
phosphoribosyl transferase), les genes bacteriens LacZ codant pour la P- 

25 galactosidase et gusA codant pour la p-glucuronidase. Ces deux demiers marqueurs 
enzymatiques permettent de reperer les virus recombinants par coloration en 
presence des substrats X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-P-D-galactopyranoside) 
et XglcA (5-bromo-6-chloro-3-indolyl-p-D-glucoronide) respectivement. 

Une composition antitumorale preferee est destinee au traitement ou la 

30 prevention d'une infection ou tumeur a papillomavirus, et comprend au moins un 
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vims de la vaccine de la souche Copenhague ou MVA dans lequel sont inserees : 
(1) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO: 1, 
5 (2) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 

sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO; 2, 

(3) les sequences codant pour un polypeptide inmiunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 

10 dans la SEQ ID NO: 1 et pour un polypeptide immunogene ayant 

une sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle 
montree dans la SEQ ED NO: 2, 

(4) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 

1 5 dans la SEQ ID NO : 1 , pour un polypeptide immunogene derivant 

de la proteine LI d'un papillomavirus et/ou pour un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus, 

(5) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 

20 dans la SEQ ID NO: 2, pour un polypeptide immunogene derivant 

de la proteine LI d'un papillomavirus et/ou un pour polypeptide 
immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus,, ou 

(6) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 

25 dans la SEQ ID NO: 1, pour un polypeptide immunogene ayant une 

sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO: 2, pour un polypeptide immunogene derivant 
de la proteine LI d'un papillomavirus et/ou pour un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus. 

30 Ladite composition peut egalement comprendre les sequences codant pour 
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un immunostimulateur de preference choisi parmi L'IL-2 ou B7.1 . II peut etre porte 
par Tun des vecteurs recombinants permettant Texpression du ou des genes 
immunogenes ou par un vecteur independant. 

line composition selon Tinvention peut etre preparee selon les precedes 
5 connus dans le domaine des vaccins et les doses applicables peuvent varier dans une 
large gamme. Elles sont fonctions notamment des polypeptides et du vecteur 
employes, de la pathologie a traiter, de I'etat du patient et d'autres parametres qui 
peuvent etre evalues par le clinicien. Cependant, en general, la dose de virus sera de 
lO"* a 10^^ avantageusement de 10^ a lo'^ et, de preference de 10^ a 10^ unites 
formant des plages (ufp) lorsque Tagent therapeutique est un vecteur viral et de 0,05 
a 500 mg, avantageusement de 0,5 a 200 mg et, de preference de 1 a 100 mg lorsque 
I'agent therapeutique est d'origine polypeptidique. 

Une composition selon I'invention peut etre administree selon n'importe 
quelle voie conventionnelle d'administration, de preference systemique et en 
particulier par voie intramusculaire, intraveineuse, intrapulmonaire, sous-cutanee ou 
sous-epitheliale ou bien par scarification. Dans le cas d'une tumeur accessible, il est 
egalement possible de recourir a une injection directe dans le site ou a proximite de 
la tumeur ou a une application topicale. A titre de vaccin, une composition selon 
I'invention peut etre administree selon les pratiques courantes dans le domaine, par 
exemple en dose unique ou repetee une ou plusieurs fois apres un certain delai 
d'intervalle. Par contre dans le cadre d'un traitement curatif, elle peut etre 
administree frequemment pendant une periode suffisante pour que le traitement soit 
eflScace. Lorsque I'agent therapeutique est un vecteur viral, le virus est de preference 
sous forme vivante. S'agissant d'un vecteur poxviral, on preferera employer une 
souche attenuee comme la souche MVA ou la souche Copenhague thymidine kinase 
negative. Enfin un vecteur viral recombinant peut etre attenue par un traitement 
chimique approprie connu de I'homme du metier. Toutefois, on peut aussi envisager 
d'injecter un vecteur recombinant tue. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere, une composition antitumorale 
selon I'invention comprend une quantite therapeutiquement efficace de I'agent 
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therapeutique en association avec un support acceptable d'un point de vue 
pharmaceutique. Le support est choisi de maniere a permettre son administration par 
injection a Thomme ou a I'animal, Elle peut egalement comprendre un vehicule, un 
diluant et/ou un adjuvant et se presenter sous forme liquide ou lyophilisee. A cet 
5 egard, Tassociation a une ou plusieurs substances susceptibles d'ameliorer 
reflficacite transfectionnelle et/ou la stabilite du vecteur peut etre envisagee. Ces 
substances sent largement documentees dans la litterature accessible a Thomme de 
Tart (voir par exemple Feigner et al., 1989, Proc. West. Pharmacol. Soc. 52, 115- 
121 ; Hodgson et Solaiman, 1996, Nature Biotechnology 7< 339-342 ; Remy et al., 

10 1994, Bioconjugate chemistry 5, 647-654). A titre illustratif et non limitatif, il peut 
s'agir de polymeres, de lipides notamment cationiques, de liposomes, de proteines 
nucleaires et de lipides neutres. Une combinaison envisageable est un vecteur 
plasmidique associe a des lipides cationiques (DC-Chol, DOGS ... etc) et des lipides 
neutres (DOPE). La composition peut egalement etre associee a d'autres 

15 substances, notamment anti-cancereuses, celles-ci pouvant etre administrees 
separement ou de fa?on concomitante. Le ligand Flt3 est un exemple parmi d'autres 
(Lynch et al., 1997, Nature Medicine i, 625 ; Brasel et al., 1996, Blood 88, 2004- 
2012 ; Marakovsky et al., 1996, J. Exp. Med. J84, 1953-1962). On indique que la 
composition peut etre sous forme de pseudoparticules lorsqu'elle comprend les 

20 polypeptides LI et/ou L2. 

La presente invention a egalement pour objet un vecteur recombinant 
comprenant au moins les sequences codant pour un polypeptide immunogene 
originaire d'une region precoce et/ou tardive d'un papillomavirus, ledit polypeptide 
ayant les caracteristiques definies ci-avant. II peut en outre porter d'autres sequences 

25 d'interet, par exemple codant pour un ou plusieurs autres peptides immunogenes 
et/ou immunostimulateurs, tels que decrits auparavant. 

Le chobc d'un vecteur selon I'invention est large. II peut s'agir d'un vecteur 
plasmidique ou viral tel que ceux cites ci-dessus. Un mode de realisation prefere 
consiste en un vecteur poxviral et tout particulierement un virus de la vaccine de la 

30 souche Copenhague ou MVA. Les sites d'insertion et les elements necessaires a 
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r expression des sequences d'interet a exprimer peuvent etre choisis parmi ceux 
mentionnes precedemment. 

Un vecteur prefere est un virus de la vaccine de la souche Copenhague ou 
MVA dans lesquels sont inserees : 
5 (1) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 

sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQIDNO: 1, 

(2) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 

10 dans la SEQ ID NO: 2, 

(3) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO: 1 et pour un polypeptide immunogene ayant 
une sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle 

1 5 montree dans la SEQ ID NO; 2, 

(4) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO: 1, pour un polypeptide immunogene derivant 
de la proteine LI d'un papillomavirus et/ou pour un polypeptide 

20 immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus, 

(5) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO: 2, pour un polypeptide immunogene derivant 
de la proteine LI d'un papillomavirus et/ou pour un polypeptide 

25 immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus, ou 

(6) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO: 1, pour un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 

30 dans la SEQ ED NO: 2, pour un polypeptide immunogene derivant 
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de la proteine LI d'un papillomavirus et/ou pour un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus. 
II peut de maniere optionnelle egalement inclure les sequences codant pour 
riL2 ou le polypeptide B7. 1 
5 La presente invention conceme egalement une particule virale preparee a 

partir d'un vecteur viral recombinant selon I'invention. S'agissant d'un vecteur 
adenoviral, les particules virales peuvent etre generees par transfection du vecteur 
dans une cellule de complementation adaptee a ses deficiences. On aura par exemple 
recours a la lignee 293 etablie a partir de cellules de rein embryonnaire humain, qui 

10 complemente efficacement la fonction El (Graham et al., 1977, J. Gen. Virol. 36, 
59-72), la Ugnee A549-E1 (Imler et al., 1996, Gene Therapy 5, 75-84) ou une lignee 
permettant une double complementation (Yeh et al., 1996, J. Virol. 70, 559-565 ; 
Krougliak et Graham, 1995, Human Gene Therapy 6, 1575-1586 ; Wang et al, 1995 
Gene Therapy 2, 775-783 ; demande Internationale WO 97/04119). Par cellule de 

15 complementation, on entend une cellule capable de complementer en trans un 
vecteur defectif pour generer une particule virale. Ladite cellule peut ne pas 
complementer a elle seule toutes les fonctions defectives du vecteur et dans ce cas 
on peut avoir recours a un virus auxilliaire pour une complementation partielle. La 
particule virale peut etre recuperee du sumageant de culture mais egalement des 

20 cellules. Une des methodes couramment employee consiste a lyser les cellules par 
des cycles consecutifs de congelation/decongelation pour recueillir les virions dans 
le sumageant de lyse. Ceux-ci peuvent etre amplifies et purifies selon les techniques 
de I'art (procede chromatographique, ultracentrifiagation notamment a travers un 
gradient de chlorure de cesium ...). 

25 Une particule retrovirale peut etre obtenue par transfection du vecteur 

retroviral dans une lignee appropriee, par exemple une lignee capable de foumir en 
trans les polypeptides viraux gag, pol et/ou env dont les sequences sont deletees / 
non fonctionnelles dans le vecteur. De telles lignees sont decrites dans la litterature 
(PA317, Psi CRIP GP + Am-12 etc..) 

30 S'agissant d'un vecteur poxviral, les conditions generales d'obtention d'un 
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vims de la vaccine capable d'exprimer un gene heterologue sont enseignees dans le 
brevet europeen EP 83 286 et la demande EP 206 920. Quant au virus MVA, il est 
plus particulierement decrit dans Mayr et al. (1975, Infection 5, 6-14) et Sutter et 
Moss (1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10847-10851). Brievement, le(s) 
5 gene(s) a transferer place(s) sous le controle des elements appropries pour son (leur) 
expression in vivo est (sont) insere(s) dans un vecteur de transfert incluant des 
sequences virales de part et d'autre du site d'insertion. II est introduit dans des 
cellules infectees par un virus de la vaccine infectieux. Le gene recombinant est 
integre dans le genome viral par recombinaison homologue entre les sequences 

10 homologues du virus infectieux et du vecteur de transfert. 

Le vecteur recombinant ou la particule virale peut etre eventuellement 
associe a une ou plusieurs substances ameliorant I'efficacite transfectionnelle et/ou 
la stabilite du vecteur deja citees. 

Dans le cadre de la presente invention, ledit polypeptide immunogene peut 

15 etre ancre dans la structure proteique entourant la particule virale (capside, 
enveloppe...). 

Les poxvirus sont des structures complexes entourees par de multiples 
membranes. Deux types de particules virales sont produites : les virions matures 
intracellulaires (IMV) et les virions enveloppes extracellulaires (EEV). La surface 

20 des IMV est composee de 2 membranes superposees et 1' enveloppe des EEV 
consiste en 4 membranes incluant la membrane plasmique. Conformement aux buts 
poursuivis par la presente invention, les sequences codant pour le polypeptide 
immunogene peuvent egalement etre modifiees en vue d'une insertion dans Tune ou 
I'autre des membranes poxvirales (IMV ou EEV) dans le but d'ameliorer la reponse 

25 immune. Selon un mode de realisation avantageux, le peptide immunogene est ancre 
dans la membrane exteme de I'enveloppe d'une particule EEV (Katz et al. 1997, 
AIDS Res. Hum. Retrov. 75, 1497-1500). Pour ce faire, les sequences codant pour 
la partie C-terminale de la proteine B5R, constituant proteique de ladite membrane 
exteme, sont inserees en 3' de la region codante du polypeptide immunogene juste 

30 en amont du codon STOP. Un exemple tout a fait prefere est une fusion entre le 
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polypeptide E7 ou un de ses mutants non oncogenes et les 42 residus C-terminaux 
de la proteine B5R. L'effet benefique sur la reponse immune peut etre evalue par des 
etudes d'immunoprophylaxie et d'immunotherapie selon le protocole decrit dans les 
exemples qui suivent comparant les difFerentes formulations (localisation native, 
5 ancrage dans la membrane cellulaire, ancrage dans la membrane virale). 

La presente invention conceme egalement I'utilisation d'une composition 
antitumorale, d'un vecteur recombinant ou d'une particule virale selon I'invention, 
pour la preparation d'un medicament pour le traitement ou la prevention du cancer 
ou de tumeurs et, en particulier du cancer du col de I'uterus, d'une dysplasie du col 

10 de bas grade ou d'une infection a papillomavirus. L'utilisation preferee est pour la 
preparation d'un medicament injectable par la vole intramusculaire. 

Enfin, la presente invention a egalement trait a une methode de traitement ou 
de prevention des pathologies citees ci-dessus, selon laquelle on administre a un 
individu ayant besoin d'un tel traitement une quantite eflficace d'un point de vue 

15 pharmaceutique d'une composition antitumorale, d'un vecteur recombinant ou d'une 
particule virale selon I'invention. 

La presente invention est illustree par reference aux figures suivantes. 

20 La Figure 1 est une representation schematique de pTG8042. BRG3 et 

BRD3 representent les bras de recombinaison gauche et droit permettant I'insertion 
au niveau de ia zone d' excision HI du virus MVA. pTG8042 comprend une cassette 
d'expression du gene E6 de HP VI 6 fijisionne a la sequence signal (SF) et la region 
transmembranaire (TMF) de la proteine F du virus de la rougeole, dirige par le 

25 promoteur 7.5k ; une cassette d'expression du gene IL-2 place sous le controle du 
promoteur pH5R ; une cassette d'expression du gene E7 de HPV16 fusionne a la 
sequence signal (SR) et la region transmembranaire (TMR) de la glycoproteine 
rabique, place sous le controle du promoteur p7.5 et une cassette d'expression du 
gene gusA (uidA) place sous le controle du promoteur p7.5 

30 La Figure 2 est une representation schematique du vecteur pTG9936. BRG3 
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et BRD3 representent les bras de recombinaison gauche et droit permettant 
rinsertion au niveau de la zone d'excision III du genome MVA. Le pTG9936 porte 
le promoteur p4BKlL dirigeant 1' expression du gene marqueur gpt le promoteur 
p4BKlL dirigeant Texpression du gene L2 de HPV16, le promoteur pH5R dirigeant 
5 I'expression de riL-2, le promoteur pi lk7.5 dirigeant Texpression du gene LI de 
HPV16, le promoteur p7.5 dirigeant I'expression du gene E7 de HPV16 fusionne 
a la sequence signal (SR) et la region transmembranaire (TMR) de la glycoproteine 
du virus rabique suivi d'une sequence IRES et du gene E6 de HPV16 fusionne a la 
sequence signal (SF) et la region transmembranaire (TMF) de la proteine F du virus 

10 de la rougeole. 

La Figure 3 illustre I'experience N121 en presentant le pourcentage de survie 
en fonction du temps (en jours) des animaux vaccines avant epreuve tumorale avec 
le virus MVATG8042, MVATG6090, MVAN33 ou avec du PBS. 

La Figure 4 represente le pourcentage d' animaux sans tumeurs en fonction 

1 5 du temps (en jours) apres administration de 1 0^, 10^ ou 1 0^ pfii de virus MVAN33 
ou MVATG8042 (experience N127). 

La Figure 5 illustre I'experience N134 en presentant le pourcentage de survie 
en fonction du temps (en jours) des animaux traites par le virus MVATG8042 ou par 
le controle MVAN33 par scarification, voie sous-cutanee (SC), intraperitoneale (IP) 

20 et intramusculaire (IM). 

EXEMPLES 

La presente invention est plus completement decrite, sans pour autant etre 
25 limitee, a I'aide des exemples suivants. 

Les constructions decrites ci-dessous sont realisees selon les techniques 
generates de genie genetique et de clonage moleculaire, detaillees dans Maniatis et 
al., (1989, supra) ou selon les recommandations du fabricant lorsqu'on utilise un kit 
commercial. La mutagenese dirigee in vitro par oligonucleotides synthetiques est 
30 efFectuee a I'aide du kit distribue par Amersham, Les techniques d'amplification par 
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PCR sont connues de rhomme de Tart (voir par exemple PCR Protocols-A guide to 
methods and applications, 1990, edite par Innis, Gelfand, Sninsky et White, 
Academic Press Inc). S'agissant de la reparation des sites de restriction, la technique 
employee consiste en un remplissage des extremites 5' protuberantes a I'aide du 
5 grand fragment de TADN polymerase I d*E. coli (Klenow). En ce qui conceme les 
etapes de clonage, les bacteriophages Ml 3 recombinants sont multiplies sur la 
souche E. coli NM522 (Stratagene) dans un milieu minimum gelose (agar 7,5 %) ou 
dans un milieu riche LBM liquide. Les plasmides recombinants portant le gene de 
resistance a I'ampicilline sont repliques dans les souches E. coli C600 (Stratagene), 

10 BJ 5183 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. 166, 557-580) et NM522 sur milieu gelose 
ou liquide supplements de 100 lag/ml d'antibiotique. On utilise preferentiellement la 
souche BJ5183 lorsque le clonage est effectue par recombinaison homologue 
(Bubeck et al, 1993, Nucleic Acid Res. 27, 3601-3602). 

La construction des virus de la vaccine recombinants est efFectuee selon la 

15 technologie classique dans le domaine divulguee dans les documents deja cites et 
dans Mackett et al., (1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, 7415-7419) et Mackett 
et al. (1984, J. Virol. 49, 857-864). 

Les tests in vivo (immunoprophylaxie ou immunotherapie) sont realises sur 
des souris femelles C57B16 (C. Rivers Rouen, France) ou des souris nude (Janvier, 

20 Le Genest St. Isle, France) agees de 6 a 8 semaines. Les animaux sont generalement 
repartis en groupes de 20 (sauf lorsqu'indique) selon les virus, la dose ou la voie 
d'administration a tester. Les cellules tumorales TCI (Wu, John Hopkins University, 
Baltimore, USA) sont obtenues de cellules de poumon prelevees de souris C57 B16 
transduites avec deux retrovirus, I'un exprimant les genes E6 et E7 natifs de HPV-16 

25 et Tautre exprimant I'oncogene ras. Les cellules sont cultivees en miheu DMEM 
(Dubelcco Modified Eagles Medium) en presence de G418 (0,5 mg/ml). Les cellules 
sont utilisees pour I'epreuve animale apres traitement a la trypsine et 3 lavages en 
milieu isotonique. 

30 EXEMPLE 1 : Construction des vecteurs portant les sequences codant pour les 
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mutants non oncogenes de E6 et E7 de HPV-16 munis de 
signaux de localisation transmembranaire. 

Les genes E6 et E7 sont isoles a partir de la lignee cellulaire Caski comme 
5 decrit aux exemples 2 et 3 du brevet europeen EP 0 462 187. Deux constructions 
ont ete derivees du clone M13E7/E6 contenant les genes E6 et E7 du HPV-16 afin 
de faciliter les etapes ulterieures de clonage. La premiere designee M13TG8188 
resulte de I'introduction par mutagenese dirigee de sites Pstl et BamHl 
respectivement en amont et en aval du gene E7 et la seconde, M13TG8189 
10 comporte un site Pst\ en amont du gene E6. L'introduction de mutations ponctuelles 
en amont d'un ATG initiateur et en aval d'un codon stop sont a la portee de rhomme 
de I'art. 

L'association de la proteine E7 de HPV-16 avec le produit du gene de 
retinoblastome a ete demontree par divers auteurs (voir par exemple Munger et al., 

15 1989, EMBO J. 5, 4099-4105) et correlee a son pouvoir transformant. Pour des 
raisons evidentes de securite, on genere un mutant non oncogene delete des codons 
21 a 26 de la proteine E7 native impliques dans la fonction de transformation, par 
mutagenese dirigee du vecteur M13TG8188 a Taide de I'oligonucleotide oTG51 18 
(SEQ ID NO: 3). On obtient M13TG9104 portant le gene E7 mute, designe ci-apres 

20 E7*. 

Les signaux de secretion et d'ancrage de la glycoproteine rabique sont isoles 
du gene de la glycoproteine rabique insere sous forme d'un fragment BgUl dans le 
pBR327 (pTGlSO decrit dans le brevet frangais 83 15716) et sous clone en vecteur 
Ml 3 (M13TG177). On introduit entre ces signaux un site 5awHI en phase avec ces 

25 demiers par mutanenese dirigee a I'aide de I'oligonucleotide oTG5745 (SEQ ID NO: 
4). La construction resultante est denommee M13TG9128. Les sequences de 
secretion et d'ancrage sont ensuite isoiees du M13TG9128 par digestion Pstl et 
inserees en 3' du promoteur naturel du virus de la vaccine p7.5 dans le vecteur 
pTG5003 linearise par Pstl, pour donner pTG5016. A titre indicatif, pTG5003 

30 derive du pTG186poly (decrit dans le brevet frangais 2 583 429) par digestion SaR, 
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traitement par le fragment Klenow, puis digestion par Smal et religation, de sorte 
qu'il ne contient plus dans son polylinker que les sites Psil et EcdRl a I'exclusion de 
tout autre. Le vecteur M13TG9104 est modifie par mutagenese dirigee a I'aide des 
oligonucleotides oTG6390 et 0TG688O (SEQ ID NO: 5 et 6) afin de mettre en 
5 phase les sequences E7* et les signaux de secretion et d'ancrage de la glycoproteine 
rabique (designees par la suite E7*TMR). La construction resultante est denommee 
M13TG9150. 

De meme, il a ete demontre que la proteine E6 de HPV-16 pouvait interagir 
avec le produit d'expression du gene suppresseur de tumeur p53 (Crook et al., 1991, 

1 0 Cell 67, 547-556). Le domaine implique dans cette interaction a clairement ete defini 
et se situe entre les residus 1 1 1 a 1 15 de la proteine native. Le vecteur M13TG9125 
est genere par mutagenese de M13TG8189 a I'aide de Toligonucleotide oTG5377 
(SEQ ID NO: 7). Le gene E6 XI 11-115 est designe ci-apres E6*. 

Les signaux de secretion et d'ancrage de la proteine F du virus de la 

15 rougeole sont isoles par PCR a partir de la construction plasmidique pTG2148 
(decrite dans le brevet europeen EP 0 305 229) contenant I'ADN codant pour la 
proteine F du virus de la rougeole. La fusion entre ces sequences et celles codant 
pour E6* est realisee par PCR direct : la sequence de secretion est amplifiee a I'aide 
des oligonucleotides oTG10829 portant en 5' un site Xbal (SEQ ID NO: 8) et 

20 OTG10830 recouvrant Textremite 5' de E6 (SEQ ID NO: 9), les sequences codant 
pour le mutant E6* sont amplifiees a partir du M13TG9125 a I'aide des 
oligonucleotides oTG10835 permettant la fusion avec I'extremite 3' du signal de 
secretion de la proteine F (SEQ ID NO: 10) et oTG10836 permettant la fusion avec 
Textremite 5' de la sequence d'ancrage de la proteine F (SEQ ID NO: 11). Pour la 

25 sequence d'ancrage, on met en oeuvre les amorces oTG10833 permettant la fusion 
entre le 3' de E6* et le 5* de la sequence d'ancrage (SEQ ID NO: 12) et oTG10834 
creeant en 3' les sites Kpnl et Sphl (SEQ ID NO: 13). Le fragment amplifie portant 
les sequences E6* fusionnees en N et C terminal respectivement aux sequences de 
secretion et d'ancrage membranaire de la proteine F (designees par la suite E6*TMF) 

30 est digere par Xbal et Sphl puis insere aux memes sites dans le vecteur Ml 3TG13 1 
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(Kieny et al, 1983, Gene 26, 91-99). La construction ainsi obtenue est appelee 
M13TG9199. 

EXEMPLE 2 : Construction du virus recombinant MVATG8042 exprimant les 
5 antigenes E6 et E7 de localisation transmembranaire et riL-2 

humaine. 

Le virus MVA derive de la souche du vims de la vaccine Ankara. II n'est pas 
capable de generer des particules infectieuses sur les cellules de mammiferes mais se 

10 developpe correctement sur des fibroblastes embryonnaires de poulet. Son 
adaptation a ces cellules a provoque Texcision de 6 regions non essentielles pour son 
developpement et son cycle infectieux sur ce type de cellules (disparition d'environ 
15 % du genome viral ; Meyer et al., 1991, J. Gen. Virol. 72, 1031-1038). 
L'integration de materiel genetique exogene peut etre realisee au niveau de Tune 

1 5 quelconque de ces zones d'excision. Dans le cadre de la presente invention, on utilise 
les excisions II et III localisees au niveau des fragments de restriction HwdUl N et 
A respectivement (Altenburger et al., 1989, Arch. Virol. J 05, 15-27). 

Dans un premier temps, on construit le vecteur pTG6019 permettant 
I'insertion dans la zone d'excision III du virus MVA, Les bras de recombinaison 

20 homologue de part et d'autre de la zone d'excision III sont isoles par PGR a partir 
du genome viral (voir brevet americain US 5,185,146) et des amorces oTG7637 et 
OTG7638 (SEQ ID NO: 14 et 15) pour le bras gauche et oTG7635 et oTG7636 
(SEQ ID NO: 16 et 17) pour le bras droit. Les fragments amplifies sont clones au 
site EcoSJ du vecteur pTGlE, pour donner pTG6019. Le materiel genetique a 

25 transferer est insere entre les deux bras de recombinaison. Le vecteur pTGlE est 
similaire au pTGlH (brevet franyais 2 583 429) mis a part la presence d'un 
adaptateur EcoRl a la place de sites multiples de clonage. 

On insere en premier lieu une cassette d'expression du gene marqueur g7/5/4. 
Le promoteur 7,5K est tout d'abord clone dans le site BamHl de pTG6019. On 

30 obtient pTG6021 dans le site BamHl duquel on insere le gene gus A genere sous 
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forme d'un fragment Bglll-BainHl. Celui-ci peut etre obtenu a partir de la sequence 
divulguee dans la litterature. La construction resultante est denommee pTG6022. La 
presence du marqueur va permettre de discriminer les virus sauvages des virus 
recombinants par detection de I'activite enzymatique GUS par le substrat XglcA. 

5 Une coloration rouge revele I'activite P-glucuronidase. Cependant, dans I'optique 
d'une application clinique, ii peut etre utile d'etre en mesure d'eliminer ce marqueur 
bacterien du produit final apres la selection des virus recombinants. Pour ce faire, on 
met a profit la capacite de la vaccine a deleter les sequences comprises entre deux 
sites homologues, C'est pourquoi on insere un second promoteur p7,5K en aval du 

D gene gus A dans une orientation sens par rapport a celui qui dirige I'expression de 
ce dernier. Le vecteur pTG6025 resulte de I'insertion entre les sites BamHl et Sad 
de pTG6022 d'un fi-agment p7,5K muni d'extremites cohesives. 

Par ailleurs, TADNc codant pour rinterleukine-2 humaine est isole du 
plasmide pTG36 (brevet fi-anfais 2 583 770) par digestion ^5/1 et insere dans le site 

5 Pstl du plasmide pTGl86 (brevet franfais 2 583 429), donnant lieu a ptG188. Le 
virus obtenu par recombinaison homologue est denomme VVTG188. Apres 
digestion ^g/II/^coRI, les sequences EL-2 sont inserees en 3' du promoteur naturel 
de la vaccine pH5R aux sites BamBUEcdRI du M13TG9132, pour donner 
M13TG9185. A titre indicatif, le vecteur M13TG9132 provient de I'insertion du 

3 promoteur du gene H5R isole par PCR du genome viral dans le phage M13TG613 1, 
lequel derive de M13TG131 (Kieny et al., 1983, si4pra) par mutation du site^^fll 
interne situe en dehors des sites multiples de clonage. 

Les genes HPV-16 et IL-2 sont ensuite clones dans la zone d' excision HI du 
genome du MVA. Les sequences E7*TMR sont isolees par digestion 5g/II//////dni 

5 et inserees entre les sites BamEl et HindUl du pTG6025 en 3' du promoteur vaccine 
p7.5. La construction resultante est denommee pTG6050. Un site d'insertion de la 
cassette d' expression du gene de riL-2 humaine par recombinaison homologue est 
cree entre les sites Hmdlll et Kpnl du pTG6050 par insertion des oligonucleotides 
OTG10502 et oTG10503 (SEQ ED NO: 18 et 19). Le vecteur genere pTG6074 est 

3 ensuite linearise par digestion HmdlWKpnl et la recombinaison homologue avec la 
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cassette d'expression pH5R-rL-2 isolee du M13TG9185 par digestion 5g/II/£cc?RI 
est realisee. La construction resultante pTG6088 est finalement linearisee par 
et mis en ligation avec le gene E6*TMF isole du M13TG9199 par digestion 
KpnllXbal et le promoteur p7.5 isole du M13TG9136 par digestion A7>aI/A/?/7l. La 
5 construction resultante est denommee pTG8042 (Figure 1 ). Le vecteur Ml 3TG91 36 
provient de M13TG5107 modifie par mutagenese dirigee a Taide des oTG5925 
(creation d'un site Pstl en 3' du promoteur p7.5 ; SEQ ID NO: 20) et oTG5924 
(creation d'un site BarnYH et Kpnl en 5' du promoteur p7.5 ; SEQ ID NO: 21). 

Le virus MVATG8042 est genere par recombinaison homologue avec le 

1 0 genome MVA selon les regies de Tart. L'isolement des recombinants est facilite par 
la presence du gene marqueur gusA. 

On verifie que la modification de localisation cellulaire des antigenes 
precoces de HPV ne nuit pas a leur expression. L'analyse par Western blot d'extraits 
cellulaires infectes par MVATG8042 a I'aide d'un anticorps anti-E7 permet la 

15 detection de 3 bandes d'un poids molecuiaire compris entre 20 et 35 kDa. Cette 
heterogeneite peut etre expliquee par la presence d'un site potentiel de O- 
glycolysation dans la zone d'ancrage membranaire de la glycoproteine rabique. 
Lorsque T analyse Western blot est repetee en presence de Phenyl-Gal-Nac (Phenyl 
N-acetyl a D galactopyranoside, Sigma, P4023), on ne detecte qu'une seule forme 

20 de 20 kDa ce qui confirme la O-glycosylation du produit d'expression du gene 
E7*TMR. 

La detection par Western blot a Taide d'un anticorps anti E6 du produit 
d'expression du gene E6*TMF ne met en evidence qu'une seule bande migrant au 
poids molecuiaire attendu de 20 kDa, ce qui confirme I'absence de modifications 
25 post-traductionnelles. A titre indicatif, les anticorps anti-E6 et E7 precites sont des 
antiserum de lapins obtenus par administration de Tantigene purifie. Mais tout autre 
anticorps specifique, qu'il soit monoclonal ou polyclonal, peut egalement convenir. 

L' expression du gene hIL-2 est evaluee par ELISA (Quantikine R&D 
Systems) et test de proliferation cellulaire IL-2 dependant Selon les conditions de 
30 culture, la quantite d'rL-2 produite varie de 200 a 800 ng/ml/24 h par 10^ cellules 
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infectees avec 0,1 pfii/cellule. 



EXEMPLE 3 : Efficacite in vivo du virus MVATG8Q42 (immunotherapiey 



5 Des souris C57BL6 sont inoculees avec 10^ cellules BMK-16 myc 

implantees en voie sous-cutanee. A titre indicatif, la lignee cellulaire derive de 
cellules de rein de souris nouveau-nees transfectees par le genome HPV-16 et le 
gene c myc murin. 10 pfii (unites formant des plages) de virus MVATG8042 sont 
ensuite administres egalement en sous-cutanee a J3, J6 et J9 et revolution des 

10 tumeurs suivie regulierement. Les souris traitees presentent un retard de la 
croissance tumorale jusqu'a J15 par rapport aux controles constitues par des 
animaux ayant repu un virus MVA non recombinant. De plus, le traitement 
s'accompagne d'une regression partielle des tumeurs a J30-35 qui n'est pas observee 
lorsqu'on met en oeuvre un MVA equivalent exprimant les mutants E6* et E7* de 

1 5 localisation nucleaire native. 



EXEMPLE 4 : Construction du virus recombinant WTG5095 exprimant I'antigene 
E7* de localisation transmembranaire. 



20 Les sequences E7*TMR sont isolees du M13TG9150 par digestion 

BglHIBamYH et inserees au site 5a/wHI du pTG5016. La construction resultante, 
denommee pTG5095, contient les sequences E7* fiisionnees aux signaux de 
secretion et d'ancrage de la glycoproteine rabique, sous controle du promoteur p7.5. 
Le virus WTG5095 est genere par recombinaison homologue avec le genome 

25 vaccine. 



EXEMPLE 5 : Construction du virus recombinant WTG6002 exprimant I'antigene 
E7* de localisation transmembranaire et Timmunostimulateur 
B7.1. 

30 
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Le gene B7. 1 humain est isole a partir d'une lignee cellulaire humaine Daudi 
par PCR reverse (RT-PCR) a I'aide des amorces oTG6353 et oTG6352 (SEQ ID 
NO: 22 et 23) et insere entre les sites BglR et £coRI de M13TG6131. On obtient 
M13TG9149 dont on isole le fragment BglR-EcdRl lequel est sous clone entre les 
5 memes sites de M13TG5107, en 3' du promoteur p7.5 (M13TG5107 porte les 
sequences promotrices p7.5 donees dans le site^owHI du M13TG130). La cassette 
p7.5-B7.1 est isolee de la construction ainsi obtenue denonrmiee M13TG9152 par 
digestion EcdKUPstl et introduite dans le site EcdRl de pTG5095 a I'aide de 
roTG1086 (5'AATTTGCA3*). La construction resultante est denommee pTG6002 
0 et les virus recombinants WTG6002 sont produits par recombinaison homologue 
avec le genome de la vaccine. 

Une construction equivalente est realisee par insertion des cassettes 
d'expression des genes E7* et B7.1 dans la zone d'excision III du genome 
MVAN33 selon la meme technologie que celle developpee a Texemple 2. 

EXEMPLE 6 : Efficacite in vivo des virus WTG5095 et VVTG6002 
(immunoprophvlaxie). 

Des souris C57BL6 ont ete vaccinees a trois reprises par voie sous-cutanee 
avec 10^ pfu de WTG5095 ou WTG6002. Trois jours apres la demiere 
immunisation, ces animaux sont eprouves avec 10"^ cellules E7W1 implantees en 
sous-cutane. A titre indicatif, les cellules E7W1 proviennent d'une lignee de 
lymphome murin transfectee par un vecteur exprimant le gene E7 oncogene de 
HPV-16. Le pourcentage de survie des animaux en fonction du temps est compare 
a celui obtenu avec des souris temoins traitees avec 10^ pfu d'un virus de la vaccine 
non recombinant WTGI 86 (derive du vecteur TGI 86 decrit ci-dessus). Le suivi de 
la mortalite montre une difference entre les trois groupes. Alors que dans le groupe 
temoin 1 00 % des animaux sont morts a J36, on observe la survie d'environ un quart 
des animaux vaccines par WTG5095. La protection est sensiblement amelioree 
avec la construction WTG6002 qui inclut les sequences codant pour I'antigene 
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B7.1. 

EXEMPLE 7: Construction de MVATG9936 exprimant les genes precoces modifies 
et les genes tardifs de HPV16 . 

5 

Les fragments codant pour les proteines LI et L2 de HPV16 sont isoles par 
PCR a partir d'ADN genomique de cellules Caski (ATCC 1550) selon les techniques 
generales de I'art. Le fragment d'amplification portant les sequences LI est sous 
clone dans M13TG130 (Kieny et al., 1983, Gene 26, 91-99), pour donner la 

1 0 construction M 1 3 TG8 1 7 1 . La sequence du gene L 1 clone revele plusieurs mutations 
par rapport a la sequence contenue dans Genebank (accession K02718) : C a la place 
d'un A en position 248, C a la place d'un A en position 253, G a la place d'un A en 
position 537, G a la place d'un C en position 682, G a la place d'un A en position 
874, insertion d'un triplet ACT en position 1393, deletion d'un triplet GAT en 

1 5 position 1390. La sequence est corrigee par mutagenese ponctuelle de maniere a la 
rendre conforme a celle publiee par Zhou et al. (1991, Virology J 85, 251-257) et 
introduire des mutations silencieuses au niveau des sequences TTTTTNT qui 
constituent des sites potentiels de terminaison de la transcription precoce 
susceptibles d'interferer avec la phase precoce de developpement de la vaccine. La 

20 technique de mutagenese dirigee est a la portee de I'honmie de Tart. Le vecteur 
portant la sequence corrigee est designe M13TG4041. 

L'insertion du fragment PCR portant les sequences L2 dans le vecteur 
M13TG6131 conduit a M13TG9126. On denombre 5 mutations ponctuelles par 
rapport a la sequence divulguee dans Genebank : C a la place d'un T en position 378, 

25 A a la place d'un G en position 691 , A a la place d'un G en position 702, G a la place 
d'un A en position 990 et C a la place d'un A en position 1092. A titre indicatif, le 
vecteur Ml 3TG6131 derive de Ml 3TG1 31 (Kieny etal., 1983, Gene26, 91-99) par 
mutation du site Bglll interne situe en dehors des sites multiples de clonage. 

Le vecteur M13TG4041 est digere parXbal-Sacl et le fragment portant les 

30 sequences LI est insere entre les sites Xbal-Sacl de M13TG9126 en aval du gene 
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L2 et en direction opposee. La construction ainsi generee est denommee 
M13TG4042. Puis, les sequences LI et L2 sont isolees par digestion BglU et sous 
donees entre les sites BgUl et BamHl du vecteur M13TG4052 contenant le 
promoteur synthetique pi 1K7.5, qui resulte de la fusion des promoteurs tardif pi IK 
5 et precoce p7.5, Des deux orientations, on selectionne celle qui place le gene LI en 
aval du promoteur , qui est designee M13TG4055. Puis, la cassette d'expression 
portant le promoteur pH5R et le gene hIL-2, est isolee de pTG8042 par digestion 
Hwdlll avant d'etre introduite dans le site HindJU de M13TG4055 situe entre les 
genes LI et L2. Enfin, la construction obtenue, M13TG4057, est digeree par BgUl 

10 et le fragment portant les sequences tardives de HPV16 est insere dans le site 
BamHl de M13TG4060, lequel resulte du clonage du promoteur synthetique 
p4BKlL. Ce dernier est un promoteur hybride entre le promoteur precoce p4B 
(Davidson et Moss, 1989, J. Mol. Biol. 270, 749-769) et tardif pKlL (Davidson et 
Moss, 1989, J. Mol. Biol. 2 JO, 771-784). On obtient M13TG4062 qui comprend le 

1 5 gene LI sous le controle de pi 1K7.5, la cassette pH5R-IL2 et le gene L2 sous le 
controle de p4BKlL en orientation reverse par rapport aux sequences LI. 

On construit une cassette polycistronique contenant les sequences codant 
pour E7*TMR et pour E6*TMF. En premier lieu, les sequences IRES du virus EMC 
(encephalomyocardiovirus ; Genbank accession M22458) sont isolees par les 

20 techniques conventionnelles sous forme d'un fragment EcoRI-Ncol introduit en aval 
du gene E7*TMR entre les sites EcoRl et Ncol de pTG6002 (exemple 5), pour 
donner pTG8084. Puis le gene E6*TMF est amplifie par PGR a I'aide d'amorces 
appropriees creeant un site A'icol a son extremite 5'. Le fragment BgHl-Ncol portant 
le gene E7*TMR et les sequences IRES obtenu de pTG8084 et le fragment PGR 

25 portant le gene E6*TMF digere par A^col et Sad sont reassembles dans le vecteur 
M13TG6131 (exemple 2) prealablement digere par BgUl et Sad. On obtient 
M13TG4059. Puis le bloc E7*TMR-IRES-E6*TMF est isole de ce dernier sous 
forme d'un fragment BglU et insere dans le site BarriHl de pTG8093 en aval du 
promoteur p7.5K. (pTG8093 resulte du clonage du promoteur p7.5K dans le vecteur 

30 pTG6025. La construction ainsi obtenue est designee pTG9901 . 
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Le fragment Sad de M13TG4062 est clone dans le site Sad de pTG9901, 
pour donner pTG9902. Le gene de selection gpi (Falkner et Moss, 1988, J. Virol. 
62, 1849-1854) est assemble avec les genes tardifs et IL2 dans le vecteur p poly II 
(Lathe et al., 1987, Gene 57, 193-201) de la fafon suivante. Le premier est isole de 

5 M13TG4076 (ce vecteur contient le gene gpt flanque a ses deux extremites des 
sequences promotrices p4BKlL) par digestion Bglll-Ncol et les seconds de 
pTG9902 par digestion Ncol-Sad. Les fragments purifies sont clones entre les sites 
Bglll-Sad de p poly II. On obtient pTG9933 duquel on isole le fragment Sad qui 
est introduit dans le vecteur pTG9901 clive par Sad. La construction ainsi obtenue 

0 pTG9936 est illustree a la Figure 2. 

Les virus MVATG9936 sont generes par recombinaison homologue avec le 
genome MVAN33. L'isolement de clones peut etre realise selon les regies de Tart. 

EXEMPLE 8: Efficacite des virus en immunoprophylaxie . 

5 ^ 

A. Importance de la formulation des virus (experience N121) 

Le but de cette etude preclinique est de comparer la souche virale (virus de 
la vaccine Copenhagen contre MVA) et la formulation (presentation 
0 transmembranaire contre localisation nucleaire native) en terme de protection anti- 
tumorale. 

Des souris C57B16 sont vaccinees a trois reprises avec 10 pfii de virus. Les 
injections sont faites tous les dix jours (Jl, Jl 1 et J21) par voie intraperitoneal^ Les 
animaux sont eprouves 7 jours apres la demiere immunisation par administration 
5 sous-cutanee dans leur flanc droit de 5x 10"^ cellules TCI. Huit groupes de 20 
animaux sont constitues en fonction du virus ou de la solution administre, 
respectivement : 

1 MVATG8042 (exemple 2, E6*TMF, E7*TMR, lL-2), 

2 MVATG6037 (exemple 5, E7*TMR, B7.1), 
[) 3 VVTG5095 (exemple 4, E7*TMR), 
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4 MVATG6090 (E6*, E7*, IL-2), 

5 VVTG5061X188 (E6*, E7*, JL-l), 

6 WTGl 86 (virus de la vaccine non recombinant), 

7 MVAN33 (virus MVA non recombinant), et 
5 8 una solution saline (PBS). 

Les groupes 1 a 3 sont vaccines avec les virus de la presente invention 
exprimant au moins un antigene HPV transmembranaire alors que les groupes 4 et 
5 ont refu des virus exprimant les antigenes precoces de HPV16 de localisation 
nucleaire native et les groupes 6 a 8 des virus controles non recombinants ou une 

10 solution saline. On indique que les virus MVATG6090 et WTG5061xl88 sont 
decrits dans la demande intemationale WO98/04705. Le pourcentage de survie des 
animaux des difFerents groupes est suivi pendant les 12 semaines qui suivent 
I'epreuve tumorale. Les resultats peuvent etre resumes de la fafon suivante. 

D'une maniere generate, la mortalite est importante dans les trois groupes 

1 5 temoins atteignant 95% (avec les virus MVAN33 et W186) et 81% (avec le PBS). 

On observe un accroissement significatif de la survie des animaux immunises 
avec les virus exprimant les antigenes nucleaires de HPV. Ainsi, 55% des souris 
ayant refu le virus MVATG6090 sont libres de tumeurs alors que 1' administration 
de WTG5061xl88 induit un taux de rejection tumorale de 75%. 

20 En revanche, la grande majorite des animaux vaccines avec les virus 

exprimant les antigenes transmembranaires de HPV 16 ont rejetes leur tumeur ou 
presentent un retard de croissance tumorale important. Plus precisemment, on 
observe 100% de rejection avec MVATG8042, 95% avec MVATG6037 et 90% 
avec WTG5095. 

25 La Figure 3 presente les courbes de survie obtenues avec les animaux 

vaccines avec MVATG8042 et MVATG6090 par rapport aux controles (MVAN33 
et PBS). 

Dans leur ensemble, ces donnees mettent en evidence I'absence de difference 
significative entre les virus issus d'un virus de la vaccine Copenhagen et d'un MVA 
30 et la meilleure immunogenecite conferee par la presentation membranaire. De tous 
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les virus testes, le vims MVATG8042 est le plus efficace puisqu'il donne lieu a 
100% de rejection tumorale dans ce modele animal d'inimunoprophylaxie. 

B. Etude de la reponse memoire (experience N122) 

5 

Les souris C57B16 sont immunisees par voie intraperitoneale avec 10^ pfu 
de virus a Jl, Jll et J21 avant d'etre eprouvees a J82 par administration sous- 
cutanee dans leur flanc droit de 5x10^ cellules TCI. Huit groupes identiques a 
r experience precedente (N121) sont constitues. L' evolution des tumeurs est suivie 
10 en fonction du temps. Les donnees obtenues 50 jours apres Tepreuve tumorale 
confirment que le virus le plus efficace en terme de rejection tumorale est le virus 
MVATG8042. Son administration protege 100% des animaux, indiquant sa capacite 
a induire une immunite a long terme. 

1 5 C. Effei de dose (experience N12 7) . 

Les souris C57B16 sont immunisees par voie intraperitoneale a Jl, Jl 1 et J21 
avec 10^ 10^ ou 10^ pfu de virus MVATG8042 avant d'etre eprouvees a J28 par 
administration sous-cutanee dans leur flanc droit de 5x1 o"* cellules TCI. Les 

20 animaux controles refoivent des quantites identiques de MVAN33. L'evolution des 
tumeurs est suivie deux fois par semaine pendant 12 semaines. Les resultats (Figure 
4) montrent 100% de protection quelle que soit la dose de MVATG8042 
administree alors que la grande majorite des animaux temoins developpent des 
tumeurs. Ces donnees confirment TefBcacite du virus IVrVATG8042 meme a faible 

25 dose. 

D. Effet de la voie d 'administration (experience N134), 

Les souris C57B16 sont immunisees par difFerentes routes d'administration 
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(scarification , sous-cutanee, intraperitoneale ou intramusculaire) a Jl, Jl 1 et J21 
avec 10 pfu de virus avant d'etre eprouvees a J44 par administration sous-cutanee 
dans leur flanc droit de 5x10"* cellules TCI. L'evolution des tumeurs est suivie deux 
fois par semaine pendant 12 semaines. Comme montre a la Figure 5, les voies 
5 intraperitoneale ou intramusculaire donnent les taux de protection les plus eleves 
avec le virus MVATG8042. 

EXEMPLE 9: Efficacite des virus en immunotherapie . 

10 A, Efficacite des virus dam un contexte d' immunotherapie (experience N125), 

Le but de cette etude est de comparer les capacites therapeutiques a I'egard 
d'une tumeur preetablie des virus presentant les antigenes HPV sous une forme 
membranaire ou nucleaire. Pour ce faire, 5x10^ cellules TCI sont administrees par 

15 voie sous-cutanee dans le flanc droit des souris C57B16 (JO). Puis, 10^ pfu de virus 
sont injectes par voie intraperitoneale a J7, J14 et J21. Quatre groupes d'animaux 
sont constitues selon le virus administre : respectivement MVAN33 (controle 
negatif), une solution saline de Tris-HCl/NaCl (controle negatif), MVATG8042 
(formulation transmembranaire) et MVATG6090 (formulation nucleaire). 

20 L'evolution des tumeurs est evaluee deux fois par semaine pendant 12 semaines. Les 
resultats montrent une meilleure efficacite de la presentation membranaire en terme 
de protection anti-tumorale dans un contexte therapeutique. 100% des souris ayant 
re9u MVATG8042 ont survecu 140 jours apres Timplantation des cellules tumorales 
alors que le pourcentage est d' environ 60% pour les animaux injectes avec 

25 MVATG6090 et bien inferieur pour les animaux controles. 

B, Etudes de toxicite - Effet de la dose. 

II est important de verifier Tabsence de virulence des virus avant d'envisager 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



wo 99/03885 



PCT/FR98/01576 



39 



leur application aux tumeurs humaines. On administre a des souris nude (5 

6 7 

animaux/groupe) 10 ou 10 pfii de vims MVATG8042, MVAN33 ou un virus de la 
vaccine Copenhagen sauvage (Wwt) par voie intracraniale. La survie des souris est 
suivie pendant 20 jours. 
5 et les resultats presentes dans le tableau 1 suivant 
Tableau 1 



virus 


Nombre de souris nude survivantes 




10^ pfli 


lO'^pfii 


MVAN33 


5/5 


5/5 


1VIYATG8042 


5/5 


5/5 


Wwt 




0/5 



Aucun effet secondaire n'est detecte suite a 1' administration intracraniale de 
10 1 0^ pfii du virus MVATG8042 alors que toutes les souris traitees avec le virus de 
la vaccine sauvage sont mortes trois jours apres Finjection. Le virus MVA controle 
n'est pas non plus toxique pour les animaux, ce qui confirme son attenuation par 
rapport au virus de la vaccine deja decrite dans la litterature. 
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Revendications 

1. Composition antitumorale comprenant a titre d'agent therapeutique ou 
prophylactique un ou plusieurs polypeptide(s) immunogene(s), caracterisee en ce 
que Tun au moins desdits polypeptides est modifie de maniere a presenter une 
localisation difFerente de sa localisation native. 

2. Composition antitumorale selon la revendication 1, caracterisee en ce que la 
modification du polypeptide est obtenue par I'introduction de signaux de 
localisation appropries et/ou la deletion ou Tinactivation des signaux de 
localisation natifs. 

3. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 ou 2, dans laqueUe le 
polypeptide immunogene ayant naturellement une localisation non membranaire, 
notament nucleaire, est modifie de maniere a presenter une localisation 
membranaire. 

4. Composition antitumorale selon la revendication 3, dans iaquelle le polypeptide 
immunogene est modifie par insertion d'une sequence d'ancrage membranaire et, 
le cas echeant, d'une sequence de secretion. 

5. Composition selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que le 
polypeptide est delete de sa sequence de localisation nucleaire. 

6. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 a 5, dans Iaquelle la 
sequence de secretion et/ou d'ancrage membranaire est selectionnee parmi le 
groupe constitue par celle de la glycoproteine rabique, de la glycoproteine env du 
virus HIV et de la proteine F du virus de la rougeole. 

7. Composition antitumorale selon I'une des revendications 1, 2 ou 5, dans Iaquelle 
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le polypeptide immunogene est modifie de maniere a presenter une localisation 
cytoplasmique, notamment par mutation/deletion des signaux de localisation 
natifs. 

5 8. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1, 2 ou 5, dans laquelle 
le polypeptide immunogene est modifie par insertion, notamment a son extremite 
C-terminale d'une sequence permettant une localisation dans un compartiment 
cellulaire particulier. 

10 9. Composition antitumorale selon la revendication 8, dans laquelle le polypeptide 
immunogene est modifie par insertion, notamment a son extremite C-terminale 
d'une sequence d'endocytose et, en particulier, de la sequence IPNYRNM. 

10. Composition antitumorale selon la revendication 8, dans laquelle le polypeptide 
1 5 immunogene est modifie par insertion, notamment a son extremite C-terminale 

d'une sequence permettant un ancrage dans la membrane de Fappareil de Golgi. 

11. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 a 10, dans laquelle le 
polypeptide immunogene est originaire d'une region precoce et/ou tardive d'un 

20 papillomavirus et, notamment d'un papillomavirus humain (HPV) de type 16, 18, 
31,33 ou 45. 

12. Composition antitumorale selon la revendication 11, dans laquelle le polypeptide 
immunogene derive d'un polypeptide de la region precoce d'un papillomavirus et, 

25 notanmient de E6 ou E7. 

13. Composition antitumorale selon la revendication 12, dans laquelle le polypeptide 
immunogene derive d'un variant non oncogene dudit polypeptide E6 ou E7 d'un 
papillomavirus. 

30 
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14. Composition antitumorale selon la revendication 11, dans laquelle le polypeptide 
immunogene derive du polypeptide LI ou L2 d'un papillomavirus. 

15. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 1 a 14, comprenant au 
5 moins un polypeptide immunogene derivant d'un polypeptide precoce et au moins 

un polypeptide immunogene derivant d'un polypeptide tardif d'un papillomavirus. 

16. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 1 a 15, comprenant: 

(1) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 
10 identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 1, 

(2) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 
identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, 

(3) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 
identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 1 et 

15 un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 

identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, 

(4) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 
identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO; 1, un 
polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un 

20 papillomavirus et/ou un polypeptide immunogene derivant de la 

proteine L2 d'un papillomavirus, 

(5) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 
identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, un 
polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un 

25 papillomavirus et/ou un polypeptide immunogene derivant de la 

proteine L2 d'un papillomavirus, ou 

(6) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 
identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 1, un 
polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique 

30 a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, un 
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polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un 
papillomavims et/ou un polypeptide immunogene derivant de la 
proteine L2 d'un papillomavirus. 

5 17. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 a 16, comprenant en 
outre au moins un compose ameliorant I'efFet antitumoral de ladite composition. 

18. Composition antitumorale selon la revendication 17, dans laquelle ledit compose 
est un immunostimulateur. 

10 

19. Composition antitumorale selon la revendication 18, dans laquelle ledit compose 
immunostimulateur est selectionne parmi le groupe constitue par rinterleukine-2, 
rinterleukine-7, rinterleukine-12 et les molecules de co-adhesion B7.1 et B7.2. 

15 20. Composition antifumorale qui comprend a titre d'agent therapeutique ou 
prophylactique au moins un vecteur recombinant comprenant les sequences 
codant pour un ou plusieurs polypeptide(s) immunogene(s), I'un au moins desdits 
polypeptides etant modifie de maniere a presenter une localisation difFerente de 
sa localisation native et, eventuellement, pour un compose ameliorant I'effet 

20 antitumoral de ladite composition. 

21. Composition antitumorale selon la revendication 20, dans laquelle lesdits 
polypeptides immunogenes et ameliorant TeflFet antitumoral ont les caracteristiques 
telles que definies a Tune quelconque des revendications 1 a 19. 

25 

22. Composition antitumorale selon la revendication 20 ou 21, dans laquelle le vecteur 
recombinant derive d'un poxvirus et notamment d'un virus de la vaccine, d'un 
canaripox et d'un fowlpox. 

30 23. Composition antitumorale selon la revendication 22, dans laquelle le vecteur 
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recombinant derive d'un virus de la vaccine selectionne parmi les souches 
Copenhague, Wyeth et Ankara modifiee (MVA). 

24. Composition antitumorale selon la revendication 23, dans laquelle le vecteur 
5 recombinant derive d'un virus de la vaccine de la souche Copenhague et les 
sequences codant pour le ou lesdits polypeptides sont inserees au niveau du locus 
TK et/ou KIL dudit virus de la vaccine. 



25. Composition antitumorale selon la revendication 23, dans laquelle le vecteur 
10 recombinant derive d'un virus de la vaccine de la souche MVA et les sequences 
codant pour le ou lesdits polypeptides sont inserees au niveau de I'une au moins 
des zones d'excision I a VI dudit virus de la vaccine et, notamment II et/ou III. 



26. Composition antitumorale selon Tune des revendications 22 a 25, dans laquelle les 
15 sequences codant pour le ou lesdits polypeptides sont placees sous le controle 

d'un promoteur d'un gene d'un virus de la vaccine et, notamment d'un promoteur 
selectionne parmi les promoteurs des genes thymidine kinase (TK), 7,5K, HSR 
p28, pll etKlL 



20 27. Composition antitumorale selon Tune des revendications 22 a 26, destinee au 
traitement ou la prevention d'une infection ou tumeur a papillomavirus, 
comprenant au moins un vecteur recombinant derive d'un virus de la vaccine de 
la souche Copenhague ou MVA dans lequel sont inserees : 

(1) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 
25 sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 

dans la SEQIDNO: 1, 

(2) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO: 2, 

30 (3) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 
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sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO: 1 et pour un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO: 2, 
5 (4) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 

sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO: 1, pour un polypeptide immunogene derivant de 
la proteine LI d'un papillomavirus et/ou pour un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus, 

10 (5) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 

sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO: 2, pour un polypeptide immunogene derivant de 
la proteine LI d'un papillomavirus et/ou pour un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus, ou 

15 (6) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 

sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO: 1, pour un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO: 2, pour un polypeptide immunogene derivant de 

20 la proteine LI d'un papillomavirus et/ou pour un polypeptide 

immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus. 

28. Composition antitumorale selon la revendication 27, comprenant en outre les 
sequences codant pour un compose immunostimulateur, de preference, choisi 

25 parmiL'IL-2 ouB7.L 

29. Composition antitumorale selon Tune des revendications 20 a 28, dans laquelle le 
vecteur recombinant est vivant ou tue. 

30 30. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 a 29, comportant un 
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support acceptable d'un point de vue pharmaceutique permettant son 
administration par injection a I'homme ou a ranimal. 

31. Vecteur recombinant comprenant au moins les sequences codant pour un 
5 polypeptide immunogene originaire d'une region precoce et/ou tardive d'un 
papillomavirus, ledit polypeptide ayant les caracteristiques definies aux 
revendications 11 a 16. 



32. Vecteur recombinant selon la revendication 31, comprenant en outre une ou 
10 plusieurs sequences codant pour un polypeptide d'interet, notamment un 

polypeptide immunogene et/ou un polypeptide immunostimulateur. 

33. Vecteur recombinant selon la revendication 31 ou 32, derivant d'un vecteur 
plasmidique ou viral, notamment d'un poxvirus et en particulier d'un virus de la 

1 5 vaccine de la souche Copenhague ou MVA. 



34. Vecteur recombinant selon la revendication 33, derivant d'un virus de la vaccine 
de la souche Copenhague ou MVA dans lesquels sont inserees : 

(1) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 
20 sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 

dans la SEQDDNO: 1, 

(2) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQEDNO: 2, 

25 (3) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 

sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ED NO: 1 et pour un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ E) NO: 2, 

30 (4) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 
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sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO: I, pour un polypeptide immunogene derivant de 
la proteine LI d'un papillomaviais et/ou pour un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus, 
5 (5) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 

sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO: 2, pour un polypeptide immunogene derivant de 
la proteine LI d'un papillomavirus et/ou pour un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus, ou 

10 (6) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une 

sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO: 1, pour un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a tout ou partie de celle montree 
dans la SEQ ID NO: 2, pour un polypeptide immunogene derivant de 

15 la proteine LI d'un papillomavirus et/ou pour un polypeptide 

immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus. 



35. Particule virale comprenant un vecteur recombinant selon Tune des revendications 
31 a 34. 

20 

36. Particule virale selon la revendication 35, dans laquelle ledit polypeptide 
immunogene est ancre dans la structure proteique entourant ladite particule virale. 



37. Utilisation d'une composition antitumorale selon Tune des revendications 1 a 30, 
25 d'un vecteur recombinant selon Tune des revendications 31 a 34 ou d'une 

particule virale selon la revendication 35 ou 36, pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement ou a la prevention d'un cancer ou d'une tumeur. 

38, Utilisation selon la revendication 37, pour la preparation d'un medicament destine 
30 au traitement ou a la prevention d'un cancer du col de I'uterus, d'une dysplasie du 
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col de bas grade et d'une infection a papillomavims. 

39. Utilisation salon la revendication 37 ou 38, pour la preparation d'un medicament 
injectable par la voie intramusculaire. 

5 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: Transgene SA 

(B) RUE: 11 rue de Molsheim 

(C) VILLE: Strasbourg 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 67082 

(G) TELEPHONE: (33) 03 88 27 91 00 

(H) TELECOPIE: (33) 03 88 27 91 11 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: composition antitumorale a base de 
polypeptide immunogene de localisation cellulaire 
modif iee . 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 23 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 243 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: Human papillomavirus 

(B) SOUCHE: HPV-16 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: proteine E6 fusionnee signaux de la 

proteine F 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 
(B) CLONE: E6*TMF 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: 

Met Gly Leu Lys Val Asn Val Ser 
1 5 ' 

Thr Leu Gin Thr Pro Thr Gly Gin 
20 



SEQ ID NO: 1: 

Ala He Phe Met Ala Val Leu Leu 
10 15 

He His Trp Gly Met His Gin Lys 
25 30 



Arg Thr Ala Met Phe Gin Asp Pro Gin Glu Arg Pro Arg Lys Leu Pro 
35 40 45 



Gin Leu Cys Thr Glu Leu Gin Thr Thr He His Asp He He Leu Glu 
50 55 60 
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Cys Val Tyr Cys Lys Gin Gin Leu Leu Arg Arg Glu Vai Tyr Asp Phe 

65 70 " 75 80 

Ala Phe Arg Asp Leu Cys lie Val Tyr Arg Asp Gly Asn Pro Tyr Ala 
85 90 95 

Val Cys Asp Lys Cys Leu Lys Phe Tyr Ser Lys He Ser Glu Tyr Arg 
100 105 110 

His Tyr Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Leu Glu Gin Gin Tyr Asn 
115 120 125 

Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu He Arg Cys He Asn Cys Gin Lys Pro 
130 135 140 

Leu Gin Arg His Leu Asp Lys Lys Gin Arg Phe His Asn He Arg Gly 
145 150 155 160 

Arg Trp Thr Gly Arg Cys Met Ser Cys Cys Arg Ser Ser Arg Thr Arg 
165 170 175 

Arg Glu Thr Gin Leu Gly Leu Ser Ser Thr Ser He Val Tyr He Leu 
180 185 190 

He Ala Val Cys Leu Gly Gly Leu He Gly He Pro Ala Leu He Cys 
195 200 205 

Cys Cys Arg Gly Arg Cys Asn Lys Lys Gly Glu Gin Val Gly Met Ser 
210 215 220 

Arg Pro Gly Leu Lys Pro Asp Leu Thr Gly Thr Ser Lys Ser Tyr Val 
225 230 235 240 

Arg Ser Leu 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 185 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: human Papillomavirus 

(B) SOUCHE: HPV-16 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: E7 fusionne signaux de la 

glycoproteine rabique 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 
(B) CLONE: E7*TMR 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Val Pro Gin Ala Leu Leu Phe Val Pro Leu Leu Val Phe Pro Leu 
15 10 15 

Cys Phe Gly Lys Phe Pro He Gly Ser Met His Gly Asp Thr Pro Thr 
20 25 30 
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Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gin Pro Glu Thr Thr Gin Leu Asn 
35 40 45 

Asp Ser Ser Glu Glu Glu Asp Glu lie Asp Gly Pro Ala Giy Gin Ala 
50 55 60 

Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn lie Val Thr Phe Cys Cys Lys Cys 
65 70 75 80 

Asp Ser Thr Leu Arg Leu Cys Val Gin Ser Thr His Val Asp He Arg 
85 90 95 

Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly He Val Cys Pro He 
100 105 110 

Cys Ser Gin Lys Pro Arg Ser Tyr Val Leu Leu Ser Ala Gly Ala Leu 
115 120 125 

Thr Ala Leu Met Leu He lie Phe Leu Met Thr Cys Cys Arg Arg Val 
130 135 140 

Asn Arg Ser Glu Pro Thr Gin His Asn Leu Arg Gly Thr Gly Arg Glu 
145 150 155 160 

Val Ser Val Thr Pro Gin Ser Gly Lys He He Ser Ser Trp Glu Ser 
165 170 175 

His Lys Ser Gly Gly Glu Thr Arg Leu 
180 185 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(1} CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) " LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique ) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: Human Papillomavirus 

(B) SOUCHE: HPV-16 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG5118 

(E7 delete 21 26) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
TCTGAGCTGT CATTTAATTG AGTTGTCTCT GGTTGC 36 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 42 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: WON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Rabies virus 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de mutagenese 
OTG5745 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
TGCACTCAGT AATACATAGG ATCCAATAGG GAATTTCCCA AA 4 2 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 58 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG6390 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
GTATCTCCAT GCATGGATCC TGCAGGGTTT CTCTACGT 38 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese 0TG688O 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

GGATCCGCCA TGGTAGATCT TGGTTTCTGA GAACAG 36 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 
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(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Rabies virus 

(B) SOUCHE: HPV-16 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG5377 

(E6 delete 111 a 115) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
TGTCCAGATG TCTTTGCAGT GGCTTTTGAC AG 32 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese oTG10829 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

GCGCGCTCTA GAATTATGGG TCTCAAGGTG AACG 34 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese oTG10830 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
CAGTTCTCTT TTGGTGCATG CCCCAATGGA TTTGA 35 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10; 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthase oTG10835 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
ATGCTAGTGC TCGATAAACC CAGCTGGGTT TCTCTACG 38 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese oTG10836 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
TCAAATCCAT TGGGGCATGC ACCAAAAGAG AACTG 35 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG10833 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
CGTAGAGAAA CCCAGCTGGG TTTATCGAGC ACTAGCAT 38 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NGN 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG10834 



{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
GCGGGCATGC GGTACCTCAG AGCGACCTTA CATAGG 36 
{2} INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifie 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG7637 

(PCR zone III) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
GGGGGGGAAT TCAGTAAACT TGACTAAATC TT 32 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 39 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: Vaccinia virus 
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(B) SOUCHE: Ankara modifie 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG7638 

(PGR zone III) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
GGGGGGGGAT CCGAGCTCAC CAGCCACCGA AAGAGCAAT 39 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) KYPOTHETIQuE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifie 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG7635 

(PGR zone III) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
GGGGGGGGAT CCGGAAAGTT TTATAGGTAG TT 32 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifie 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG7636 

(PGR zone III) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
GGGGGGGAAT TGTTTGTATT TACGTGAACG 30 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 77 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
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(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN ( genojnique ) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese oTG10502 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
AGCTTTTTAT TCTATACTTA AAAAATGAAA ATAAACTCGA GTTGTCAAAG CATCATCTCA 
ACACTGACTT GAGGTAC 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 69 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: ' 

SOUCHE: oligonucleotide de synthese _^oTG10.5.03 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
CTCAAGTCAG TGTTGAGATG ATGCTTTGAC AACTCGAGTT TATTTTCATT TTTTAAGTAT 
AGAATAAAA 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 39 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG5925 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 
TCAGATCTGT CGAGGGATCT GCAGCTTCTT CTAGAGGTA 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 44 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 
(vi) ORIGINS: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG5924 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 
AGTGAATTGC TGCAGGTACC CGGATCCGCA TCGACTATCG ACAT 4 4 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 22: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(B) SOUCHE: lignee cellulaire Daudi 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: amorce PGR OTG6353 (clonage B7 . 1) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
TCAGCCCCTG AATTCTGCGG ACACTGTTAT ACAGG 35 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 23: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(B) SOUCHE: lignee cellulaire Daudi 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: amorce PGR oTG6352 (clonage 87. 1) 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23: 
TTGACCCTAA AGATCTGAAG CCATGGGCCA CAC 33 
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1. Antitumoral composition comprising, as 
therapeutic or prophylactic agent, one or more 
immunogenic polypeptides, characterized in that at 
least one of said polypeptides is modified so as to 
have a location different from its native location. 

2. Antitumoral composition according to claim 1, 
characterized in that the modification of the 
polypeptide is obtained by the introduction of 
appropriate localization signals and/or the deletion or 
inactivation of the native localization signals. 

3. Antitumoral composition according to either of 
claims 1 and 2, in which the immunogenic polypeptide 
naturally having a nonmembrane, in particular nuclear, 
location is modified so as to have a membrane location. 

4. Antitumoral composition according to claim 3, 
in which the immunogenic polypeptide is modified by 
insertion of a membrane anchoring sequence and, where 
appropriate, of a secretory sequence. 

5. Composition according to one of claims 1 to 4, 
characterized in that the polypeptide is deleted for 
its nuclear localization sequence. 

6. Antitumoral composition according to one of 
claims 1 to 5, in which the secretory and/or membrane 
anchoring sequence is selected from the group 
consisting of that of the rabies glycoprotein, of the 
HIV virus env glycoprotein and of the measles virus F 
protein. 

7 . Antitumoral composition according to one of 
Claims 1, 2 or 5, in which the immunogenic polypeptide 
is modified so as to have a cytoplasmic location, in 
particular by mutation/deletion of the native 
localization signals . 

8. Antitumoral composition according to one of 
claims 1, 2 or 5, in which the immunogenic polypeptide 
is modified by insertion, in particular at its C- 
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terminal end, of a sequence allowing location in a 
particular cell compartment. 

9. Antitumoral composition according to claim 8, 
in which the immunogenic polypeptide is modified by 

5 insertion, in particular at its C-terminal end, of an 
endocytosis sequence and, in particular, of the 
sequence IPNYRNM. 

10. Antitumoral composition according to claim 8, 
in which the immunogenic polypeptide is modified by 

10 insertion, in particular at its C-terminal end, of a 
sequence allowing anchoring in the membrane of the 
Golgi apparatus. 

11. Antitumoral composition according to one of 
claims 1 to 10, in which the immunogenic polypeptide 

15 originates from an early and/or late region of a 
papillomavirus and in particular of a human 
papillomavirus (HPV) type 16, 18, 31, 33 or 45. 

12. Antitumoral composition according to claim 11, 
in which the immunogenic polypeptide is derived from a 

20 polypeptide of the early region of a papillomavirus and 
in particular from E6 or El. 

13. Antitumoral composition according, to claim. 12, 
in which the immunogenic polypeptide is derived from a 
nononcogenic variant of said E6 or E7 polypeptide of a 

25 papillomavirus. 

14. Antitumoral composition according to claim 11, 
in which the immunogenic polypeptide is derived from 
the LI or L2 polypeptide of a papillomavirus. 

15. Antitumoral composition according to one of 
30 claims 11 to 14, comprising at least one immunogenic 

polypeptide derived from an early polypeptide and at 
least one immunogenic polypeptide derived from a late 
polypeptide of a papillomavirus. 

16. Antitumoral composition according to one of 
35 claims 11 to 15, comprising: 
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(1) an immunogenic polypeptide having a sequence 
homologous or identical to all or part of 
that shown in SEQ ID NO: 1, 

(2) an immunogenic polypeptide having a sequence 
homologous or identical to all or part of 
that shown in SEQ ID NO: 2, 

(3) an immunogenic polypeptide having a sequence 
homologous or identical to all or part of 
that shown in SEQ ID NO: 1 and an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 2, 

(4) an immunogenic polypeptide having a sequence 
homologous or identical to all or part of 
that shown in SEQ ID NO: 1, an immunogenic 

■ polypeptide derived from the protein LI of a 
papillomavirus and/or an immunogenic 
polypeptide derived from the protein L2 of a 
papillomavirus, 

(5) an immunogenic polypeptide having a sequence 
homologous or identical to all or part of 
that shown in SEQ ID NO: _2, an immunogenic - 
polypeptide derived from the protein LI of a 
papillomavirus and/or an immunogenic 
polypeptide derived from the protein :-.,L2 of a 
papillomavirus, or 

(6) an immunogenic polypeptide having a sequence 
homologous or identical to all or part of 
that shown in SEQ ID NO: 1, an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 2, an immunogenic polypeptide derived 
from the protein LI of a papillomavirus 
and/or an immunogenic polypeptide derived 
from the protein L2 of a papillomavirus. 

7 . Antitumoral composition according to one of 

laims 1 to 16, comprising, in addition, at least one 
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compound enhancing the antitumoral effect of said 
composition . 

18. Antitumoral composition according to claim 17, 

in which said compound is an immunostimulator . 
5 19. Antitumoral composition according to claim 18, 

in which said immunostimulatory compound is selected 
from the group consisting of interleukin-2 , 
interleukin-7 , interleukin-12 and the coadhesion 
molecules B7 . 1 and B7.2. 

10 20. Antitumoral composition which comprises, as 

therapeutic or prophylactic agent, at least one 
recombinant vector comprising the sequences encoding 
one or more • immunogenic polypeptides, at least one of 
said polypeptides being modified so as to have a 

15 location different from its native location and, 
optionally, a compound enhancing the antitumoral effect 
of said composition. 

21. Antitumoral composition according to claim 20, 
in which said immunogenic polypeptides enhancing the 

20 antitumoral effect have the characteristics as defined 
in any one of claims 1 to 19. 

22. Antitumoral composition _ according to _claim 20 
or 21, in which the recombinant vector is derived from 
a poxvirus and in particular from a vaccinia virus, 

25 from a canary poxvirus and from a fowlpox virus. 

23. Antitumoral composition according to claim 22, 
in which the recombinant virus is derived from a 
vaccinia virus selected from the Copenhagen, Wyeth and 
modified Ankara (MVA) strains. 

30 24. Antitumoral composition according to claim 23, 

in which the recombinant virus is derived from a 
vaccinia virus of the Copenhagen strain and the 
sequences encoding said polypeptide ( s ) are inserted at 
the level of the TK and/or KIL locus of said vaccinia 

35 virus. 

25. Antitumoral composition according to claim 23, 

in which the recombinant virus is derived from a 
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vaccinia virus of the MVA strain and the sequences 
encoding said polypeptide ( s ) are inserted at the level 
of at least one of the excision regions I to VI of said 
vaccinia virus and in particular II and/or III. 
5 26. Antitumoral composition according to one of 

claims 22 to 25, in which the sequences encoding said 
polypeptide (s) are placed under the control of a 
promoter of a gene of a vaccinia virus and in 
particular of a promoter " selected from the promoters of 
10 the thymidine kinase (TK) , 7.5K, H5R p28, pll and KIL 
genes . 

27 . Antitumoral composition according to one of 

claims 22 to 26, intended for the treatment or the 
prevention of a papillomavirus infection or tumor, 
15 comprising at least one recombinant vector derived from 
a vaccinia virus of the Copenhagen or MVA strain into 
which there have been inserted: 

(1) the sequences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 

20 identical to all or part of that shown in SEQ 

ID NO: 1, 

(2) the sequences encoding an ^ .immunogenic. 

polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 

25 ID NO: 2, = . 

(3) the sequences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 1 and an immunogenic polypeptide 

30 having a sequence homologous or identical to 

all or part of that shown in SEQ ID NO: 2, 

(4) the sequences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 

35 ID NO: 1, an immunogenic polypeptide derived 

from the protein LI of a papillomavirus 
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and/or an immunogenic polypeptide derived 
from the protein L2 of a papillomavirus, 
(5) the sequences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
5 identical to all or part of that shown in SEQ 

ID NO: 2, an immunogenic polypeptide derived 
from the protein LI of a papillomavirus 
and/or an immunogenic polypeptide derived 
from the protein L2 of a papillomavirus, or 
10 (6) the sequences encoding an immunogenic 

polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 1, an immunogenic polypeptide having a 
sequence homologous or identical to all or 
15 part of that shown in SEQ ID NO: 2, an 

immunogenic polypeptide derived from the 
protein LI of a papillomavirus and/or an 
immunogenic polypeptide derived from the 
protein L2 of a papillomavirus. 
20 28. Antitumoral composition according to claim 27, 

comprising in addition the sequences encoding an 
immunostimulatory compound, preferably chosen from IL-2 
or B7.1. 

29. Antitumoral composition according to one of 
25 claims 20 to 28, in which the recombinant vector is 

live or killed. 

30. Antitumoral composition according to one of 
claims 1 to 29, comprising a pharmaceutically 
acceptable carrier allowing its administration by 

30 injection into humans or into animals. 

31. Recombinant vector comprising at least the 
sequences encoding an immunogenic polypeptide 
originating from an early and/or late region of a 
papillomavirus, said polypeptide having the 

35 characteristics defined in claims 11 to 16. 

32. Recombinant vector according to claim 31, 
comprising in addition one or more sequences encoding a 



REPLACEMENT SHEET (RULE 2 6) 



- 53 - 

polypeptide of interest, in particular an immunogenic 
polypeptide and/or an immunostimulatory polypeptide • 

33. Recombinant vector according to claims 31 or 
32, which is derived from a plasmid or viral vector, in 

5 particular from a poxvirus and in particular from a 
vaccinia virus of the Copenhagen or MVA strain. 

34. Recombinant vector according to claim 33, which 
is derived from a vaccinia virus of the Copenhagen or 
MVA strain into which there have been inserted: 

10 (1) the sequences encoding an immunogenic 

polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 1, 

(2) the sequences encoding an immunogenic 
15 polypeptide having a sequence homologous or 

identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 2, 

(3) the sequences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 

20 identical to all or part of that shown in SEQ 

ID NO: 1 and an immunogenic polypeptide 
having a_ sequence homologous or identical to 
all or part of that shown in SEQ ID NO: 2, 

(4) the sequences encoding an ' immunogenic 
25 polypeptide having a sequence homologous or 

identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 1, an immunogenic polypeptide derived 
from the protein LI of a papillomavirus 
and/or an immunogenic polypeptide derived 
30 from the protein L2 of a papillomavirus, 

(5) the sequences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 2, an immunogenic polypeptide derived 

35 from the protein LI of a papillomavirus 

and/or an immunogenic polypeptide derived 
from the protein L2 of a papillomavirus, or 
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(6) the sequences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 1, an immunogenic polypeptide having a 
sequence homologous or identical to all or 
part of that shown in SEQ ID NO: 2, an 
immunogenic polypeptide derived from the 
protein LI of a papillomavirus and/or an 
immunogenic polypeptide derived from the 
protein L2 of a papillomavirus. 

35. Viral particle comprising a recombinant vector 
according to one of claims 31 to 34. 

36. Viral particle according to claim 35, in which 
said immunogenic polypeptide is anchored in the protein 
structure surrounding said viral particle. 

37. Use of an antitumoral composition according to 
one of claims 1 to 30, of a recombinant vector 
according to one of claims 31 to 34 or of a viral 
particle according to claim 35 or 36, for the 
preparation of a medicament intended for the treatment 
or for the prevention of cancer or of a tumor. 

38. Use according to claim 37, for the prepar_ation 
of a medicament intended for the treatment or for the 
prevention of cancer of the cervix, of low-grade 
cervical dysplasia and of a papillomavirus infection. 

39. Use according to claim 37 or 38, for the 
preparation of a medicament which can be injected by 
the intramuscular route. 
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1. Antitumoral composition comprising, as 
therapeutic or prophylactic agent, one or more 
immunogenic polypeptides, characterized in that at 
least one of said polypeptides originates from an early 

■ and/or late region of a papillomavirus; and in 
particular of a human papillomavirus (HPV) type 16, 18, 
31, 33 or 45, and is modified so as to have a location 
different from its native location. 

2. Antitumoral composition according to claim 1, 
characterized in that the modification of the 
polypeptide is obtained by the introduction of 
appropriate localization signals and/or the deletion or 
inactivation of the native localization signals. 

3. Antitumoral composition according to either of 
claims 1 and 2, in which the immunogenic polypeptide 
naturally having a nonmembrane, in particular nuclear, 
location is modified so as to have a membrane location. 

4. Antitumoral composition according to claim 3, 
in which the immunogenic polypeptide is modified by 
insertion of a membrane anchoring sequence and; where 
appropriate, of a secretory sequence- 

5. Composition according to one of claims 1 to 4; 
characterized in that the polypeptide is deleted for 
its nuclear localization sequence. 

6. Antitumoral composition according to one of 
claims 1 to 5; in which the secretory and/or membrane 
anchoring sequence is selected from the group 
consisting of that of the rabies glycoprotein, of the 
HIV virus env glycoprotein and of the measles virus F 
protein. 

7. Antitumoral composition according to one of 
Claims 1, 2 or 5, in which the immunogenic polypeptide 
is modified so as to have a cytoplasmic location, in 
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particular by mutation/deletion of the native 
localization signals. 

8. Antitumoral composition according to one of 
claims l, 2 or 5, in which the immunogenic polypeptide 
is modified by insertion, in particular at its C- 
terminal end, of a sequence allowing location in a 
particular cell compartment. 

9. Antitumoral composition according to claim 8, 
in which the immunogenic polypeptide is modified by 
insertion, in particular at its C-terminal end, of an 
endocytosis sequence and, in ■. particular, of the 
sequence IPNYRNM. 

10. Antitumoral composition according to claim 8, 
in which the immunogenic polypeptide is modified by 
insertion, in particular at its C-terminal end, of a 
sequence allowing anchoring in the membrane of the 
Golgi apparatus. 

11. Antitumoral composition according to one of 
claims l to 10, in which the immunogenic polypeptide is 
derived from a polypeptide of the early region of a 
papillomavirus and in particular from E€ or E7. 

12. Antitumoral composition according to claim 11, 
in which the immunogenic polypeptide is derived, from a 
nononcogenic variant of said EG or E7 polypeptide of a 
papillomavirus. 

13 - Antitumoral composition according to one of 
claims 1 to 10, in which the immunogenic polypeptide is 
derived from the LI or L2 polypeptide of a 
papillomavirus - 

14. Antitumoral composition according to one of 
claims 1 to 13, comprising at least one immunogenic 
polypeptide derived from an early polypeptide and at 
least one immunogenic polypeptide derived from a late 
polypeptide of a papillomavirus. 

15. Antitumoral composition according to one of 
claims 1 to 14, comprising: 

(1) an immunogenic polypeptide having a sequence 
homologous or identical to all or part of 
that shown in SEQ ID NO: 1, 
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(2) ' an immunogenicf 'polyi^eptide having a sequence 

hoTTiologous or identical to all or part of 
that shown in SEQ ID NO: 2; 

(3) an immunogenic polypeptide having a sequence 
homologous or identical to all or part of 
that shown in SEQ ID NO: 1 and an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 2, 

(4) an immunogenic polypeptide having a sequence 
homologous or identical to all or part of 
that shown in SEQ ID NO: 1, an immunogenic 
polypeptide derived from the protein LI of a 
papillomavirus and/or an immunogenic 
polypeptide derived from the protein L2 of a 
papillomavirus, 

(5) an immunogenic polypeptide having a sequence 
homologous or identical to all or part of 
that shown in SEQ ID NO: 2, an immunogenic 
polypeptide derived from the protein LI of a 
papillomavirus and/or an immunogenic 
polypeptide derived from the protein L2 of a 
papillomavirus, or 

{€) an immunogenic polypeptide having a sequence 
homologous or identical to all or part of 
that shown in SEQ ID NO: 1, an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown. in SEQ 
ID NO: 2, an Immunogenic polypeptide derived 
from the protein LI of a papillomavirus 
and/or an immunogenic polypeptide derived 
from the protein L2 of a papillomavirus. 

16. Antituraoral composition according to one of 
claims 1 to 15, comprising, in addition, at least one 
compound enhancing the ant i tumoral effect of said 
composition- 

17. Antitumoral composition according to claim 16, 
in which said compound is an immunostimulator. 

18. Antitumoral composition according to claim 17, 
in which said immunostimulatory compound is selected 
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from' the group consisting of interleukin-2/ 
interleukin-7, interleukin'12 and the coadhesion 
molecules B7.1 and B7,2. 

19. Ant i tumoral composition which comprises, as 
therapeutic or prophylactic agent, at least one 
recombinant vector comprising the sequences encoding 
one or more immunogenic polypeptides/ at least one of 
said polypeptides originating from an early and/or late 
region of a papillomavirus, and in particular of a 
human papillomavirus (HPV) type 16, 18/ 31, 33 or 45, 
and being modified so as to have a location different 
from its native location and, optionally, a compound 
enhancing the antitximoral effect of said composition. 

20. Antitumoral composition according to claim 19, 
in which said immunogenic polypeptides enhancing the 
antitumoral effect have the characteristics as defined 
in any one of claims 1 to 18 . 

21. Antitumoral composition according to claim 19 
or 20, in which the recombinant vector is derived from 
a poxvirus and in particular from a vaccinia virus, 
from a canary poxvirus and from a fowlpox virus. 

22- Antitumoral composition according to claim 21, 
in which the recombinant virus is derived from a 
vaccinia virus selected from the Copenhagen, Wyeth and 
modified Ankara (MVA) strains. 

23- Antitumoral composition according to claim 22, 
in which the recombinant virus is derived from a 
vaccinia virus of the Copenhagen strain and the 
sequences encoding said polypeptide (s) are inserted at 
the level of the TK and/or KIL locus of said vaccinia 
virus - 

24, Antitumoral composition according to claim 22 

, in which the recombinant virus is derived from a 
vaccinia virus of the MVA strain and the sequences 
encoding said polypeptide (s) are inserted at the level 
of at least one of the excision regions I to vi of said 
vaccinia virus and in particular II and/or III. 

25. Antitumoral composition according to one of 
claims 21 to 24, in which the sequences encoding said 
polypeptide (s) are placed under the control of a 
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promoter of a gene of a vaccinia virus and in 
particular of a promoter selected from the promoters of 
the thymidine kinase (TK) , .7.5K, HSR p28, pll and KIL 
genes. 

2€. Antitumoral composition according to one of 
claims 21 to 25, intended for the treatment or the 
prevention of a papillomavirus infection or tumor, 
comprising at least one recombinant vector derived from 
a vaccinia virus of the Copenhagen or MVA strain into 
which there have been inserted: 

(1) the sequences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown. in SEQ 
ID NO: 1, 

(2) the sequences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ- 
ID NO: 2, 

(3) the sequences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 1 and an immunogenic polypeptide 
having a sequence homologous or identical to 
all or part of that shown in SEQ ID NO: 2 ^ 

(4) the secjuences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 1, an immunogenic polypeptide derived 
from the protein LI of a papillomavirus 
and/or an immunogenic polypeptide derived 
from the protein L2 of a papillomavirus, 

(5) the sequences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 2, an immunogenic polypeptide derived 
from Che protein LI of a papillomavirus 
and/or an immunogenic polypeptide derived 
from the protein L2 of a papillomavirus, or 

(6) the sequences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
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' identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 1, an immunogenic polypeptide having a 
sequence homologous or identical to all or 
part of that shown in SEQ ID NO: 2, an 
immunogenic polypeptide derived from the 
protein LI of a papillomavirus and/or an 
immunogenic polypeptide derived from the 
protein L2 of a papillomavirus. 

27. Antitumoral composition according to claim 26, 
comprising in addition the sequences encoding an 
immxinbstimulatory compound, preferably chosen from IL-2 
or B7-1. 

28. Antitumoral composition according to one of 
claims 19 to 27 ^ in which the recombinant vector is 
live or killed. 

29. Antitumoral composition according to one of 
claims 1 to 28, comprising a pharmaceutically 
acceptable carrier allowing its administration by 
injection into humans or into animals - 

30. Recombinant vector comprising at least the 
sequences encoding an immunogenic polypeptide 
originating from an early and/or late region of a 
papillomavirus, said polypeptide having the 
characteristics -defined in claims 1 to 15. 

31. Recombinant vector according to claim 30, 
comprising in addition one or more sequences encoding a 
polypeptide of interest, in particular an immunogenic 
polypeptide and/or an imrounostimulatory polypeptide. 

32- Recombinant vector according to claims 30 or 

31; which is derived from a plasmid or viral vector, in 
particular from a poxvirus and in particular from a 
vaccinia virus of the Copenhagen or MVA strain. 
33. Recombinant vector according to claim 32, which 
is derived from a vaccinia virus of the Copenhagen or 
MVA strain into which there have been inserted; 

(1) the sequences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 1, 
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(2) the sequences ' encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 2, 

(3) the sequences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 1 and an immunogenic polypeptide 
having a secjuence homologous or identical to 
all or part of that shown in SEQ ID NO: 2, 

(4) the sequences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 1, an immunogenic polypeptide derived 
from the procein Li of a papillomavirus 
and/or an immunogenic polypeptide derived 
from the protein L2 of a papillomavirus, 

(5) the sequences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 2, an immunogenic polypeptide derived 
from the protein LI of a papillomavirus 
and/or an immunogenic polypeptide derived 
from the protein L2 of a papillomavirus, or 

(6) the sequences encoding an immunogenic 
polypeptide having a sequence homologous or 
identical to all or part of that shown in SEQ 
ID NO: 1, an immunogenic polypeptide having a 
sequence homologous or identical to all or 
part of that shown in SEQ ID NO: 2, an 
immunogenic polypeptide derived from the 
protein LI of a papillomavirus and/or an 
immunogenic polypeptide derived from the 
protein L2 of a papillomavirus. 

34. Viral particle comprising a recombinant vector 
according to one of claims 30 to 33. 

35, Viral particle according to claim 34/ in which 
said immunogenic polypeptide is anchored in the protein 
structure surrounding said viral particle - 
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36. ' Use of an antitiamoral. composition according to 
one of claims 1 to 29, of a recombinant vector 
according to one of claims 30 to 33 or of a viral 
particle according to claim 34 or 35, for the 
preparation of a medicament intended for the treatment 
or for the prevention of cancer or of a tumor. 

37. Use according to claim 36, for the preparation 
of a medicament intended for the treatment or for the 
prevention of cancer of the cervix, of low-grade 
cervical dysplasia and of a papillomavirus infection. 

38. Use according to claim 36 or 37, for the 
preparation of a medicament which can be injected by 
the intramuscular route . 
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REVENDICAHONS MODIEIEES 
[regues par le Bureau international le 21 Janvier 1999 (21.01.99); 
revendication 1 modifiee; revendications 11-39 modifi6es et renumerotees 11-38; 
autres revendications inchangees (8 pages)] 

1. Composition antitumoralc comprcnant a titre d'agcnt thcrapcutique ou 
prophylactique un ou plusicurs polypcptidc(s) immunogcnc(s)» caractcriscc cn cc 
5 que Tun au moins desdits polypeptides est originairc d'unc region prccoce et/ou 

tardive d'un papillomavirus et, notamment d'un papillomavirus humain (HPV) de 
type 16, 18, 31, 33 ou 45, et est modifie de maniere a presenter une localisation 
difFerente de sa localisation native. 



10 2. Composition antitumorale selon la revendication 1, caracterisee en ce que la 
modification du polypeptide est obtenue par ['introduction de signaux de 
localisation appropries et/ou la deletion ou I'inactivation des signaux de 
localisation natifs. 



15 3. Composition antitumorale selon I'une des revendications 1 ou 2, dans laquelle le 
polypeptide immunogene ayant naturellement une localisation non membranairc, 
notamment nucl^aire, est modifid de maniere a presenter une localisation 
membranaire. 



20 4. Composition antitumorale selon la revendication 3, dans laquelle le polypeptide 
immunogene est modifie par insertion d*une sequence d*ancrage membranaire et, 
le cas echeant, d'une sequence de secretion. 

5. Composition selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que le 
25 polypeptide est d616te de sa sequence de localisation nucl6aire. 

6. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 a 5, dans laquelle la 
sequence de secretion et/ou d'ancrage membranaire est selectionnee parmi le 
groupe constitue par celle de la glycoprot^ine rabique, de la glycoproteine env du 

30 virus HIV et de la proteine F du virus de la rougeole. 
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7. Composition antitumorale selon Tune des revendications I, 2 ou 5, dans laquelle 
le polypeptide immunogene est modifie de maniere a presenter une localisation 
cytoplasmique, notamment par mutation/deletion des signaux do localisation 
natifs, 

5 

8. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1, 2 ou 5, dans laquelle 
le polypeptide immunogene est modifie par insertion, notamment a son extrimite 
C-terminale d*une sequence permettant une localisation dans un compartiment 
cellulaire particulier. 

10 

9. Composition antitumorale selon la revendication 8, dans laquelle le polypeptide 
immunogene est modifie par insertion, notamment a son extremite C-terminale 
d'une sequence d'endocytose et, en particulier, de ia sequence IPNYRNM. 



15 10. Composition antitumorale selon la revendication 8, dans laquelle le polypeptide 
immunogene est modifie par insertion, notamment a son extremite C-terminale 
d*une sequence permettant un ancragc dans la membrane de Tappareil de Golgi. 

11. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 a 10, dans laquelle le 
20 polypeptide immunogene derive d'un polypeptide de la region precoce d'un 

papillomavirus et, notamment de E6 ou E7. 



12. Composition antitumorale selon la revendication 11, dans laquelle le polypeptide 
immunogene derive d'un variant non oncogene dudit polypeptide E6 ou E7 d'un 
25 papillomavirus. 



13. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 4 10, dans laquelle le 

polypeptide immunogene derive du polypeptide LI ou L2 d'un papillomavirus. [ 



30 14. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 a 13, comprenant au 
moins un polypeptide immunogene derivant d'un polypeptide precoce et au moins 
un polypeptide immunogene derivant d'un polypeptide tardif d'un papillomavirus. 
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15. Composition antitumorale selon I'une des revendications 1 a 14, comprenant : 

(1) un polypeptide immunogene ayant une sequence iiomologue ou identique a 
tout ou panic dc celle montrec dans la SEQ ID NO: 1, 

(2) un polypeptide immunogene ayant une sequence liomologuc ou identique a 
tout ou panic dc ccllc montrec dans la SEQ ID NO: 2, 

(3) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique a 
tout ou panie dc celle montrec dans la SEQ ID NO: 1 et un polypeptide 
immunogene ayant une sequence homologue ou identique a tout ou panie de 
celle montree dans la SEQ ID NO: 2, 

(4) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique a 
tout ou panic de celle montree dans la SEQ ID NO: 1, un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine LI d'un papillomavirus et/ou un 
polypeptide immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus, 

(5) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique a 
tout ou panic de celle montrec dans la SEQ ID NO: 2. un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine LI d'un papillomavirus et/ou un 
polypeptide immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus, ou 

(6) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique a 
tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 1, un polypeptide 
immunogene ayant une sequence homologue ou identique a tout ou partie de 
celle montree dans la SEQ ID NO: 2, un polypeptide immunogene derivant 
de la prot6ine LI d'un papillomavirus et/ou un polypeptide immunogene 
derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus. 

16. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 a 15, comprenant en 
outre au moins un compose ameliorant I'effet antitumoral de ladite composition. 

17. Composition antitumorale selon la revendication 16, dans laquelle ledit compose 
est un immunostimulateur. 
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18. Composition antitumorale selon la revendication 17, dans laquelle ledit compose 
immunostimulateur est selectionne parmi le groupe constituc par rinterleukine-2, 
rinterleukine-7, rinterlcukine-12 ct Ics molecules dc co-adh6sion D7. 1 ct B7.2. 



5 19. Composition antitumorale qui comprend a titre d'agcnt therapeutiquc ou 
prophylactiquc au moins un vecteur recombinant comprenant les sequences 
codant pour un ou plusicurs polypeptide(s) immunogene(s). Tun au moins dcsdits 
polypeptides etant originaire d'une region precoce et/ou tardive d'un 
papillomavirus et. notamment d'un papillomavirus humain (HPV) de type 16, 18, 

10 3 1, 33 ou 45. et etant modifie de maniere a presenter une localisation differente de 

sa localisation native et, eventuellement, pour un compose ameliorant Teffet 
antitumoral de ladite composition. 



20. Composition antitumorale selon la revendication 19, dans laquelle lesdits 
15 polypeptides immunogenes et ameliorant Teffet antitumoral ont les 

caracteristiques telles que defmies a Tune quelconque des revendications 1418. 

21. Composition antitumorale selon la revendication 19 ou 20, dans laquelle le 
vecteur recombinant derive d'un poxvirus et notamment d'un virus de la vaccine, 

20 d'un canaripox et d'un fowlpox. 



22. Composition antitumorale selon la revendication 21, dans laquelle le vecteur 
recombinant derive d'un virus de la vaccine selectionne parmi les souches 
Copenhague, Wyeth et Ankara modifi6e (MVA). 

25 

23. Composition antitumorale selon la revendication 22, dans laquelle le vecteur 
recombinant derive d'un virus de la vaccine de la souche Copenhague et les 
sequences codant pour le ou lesdits polypeptides sont inserees au niveau du locus 
TK et/ou KIL dudit virus de la vaccine. 

30 

24. Composition antitumorale selon la revendication 22, dans laquelle le vecteur 
recombinant derive d'un virus de la vaccine de la souche MVA et les sequences 
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codant pour le ou lesdits polypeptides sont inserees au niveau de I'une au molns 
des zones d'excision I a VI dudit viais de la vaccine et, notamment II ct/ou III, 

25. Composition antitumoralc scion i'unc dcs rcvcndications 21 i 24, dans laqucllc les 
5 sequences codant pour Ic ou lesdits polypeptides sont placecs sous Ic controlc d*un 

promoieur d'un gene d'un virus de la vaccine ct, notamment d'un promoteur 
selectionne parmi les promoteurs des genes thymidine kinase (TK), 7.5K. HSR 
p28,pll etKlL. 



10 26. Composition antitumorale selon I'une des revendications 21 a 25, destinee au 
traitement ou la prevention d'une infection ou tumeur a papillomavirus, 
comprenant au moins un vecteur recombinant derive d'un virus de la vaccine de la 
souche Copenhague ou MVA dans lequel sont inserees : 

(1) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 
15 homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 

NO: I, 

(2) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 
homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 2, 

20 (3) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 

homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 1 et pour un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue 
ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, 

(4) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 
25 homologue ou identique k tout ou partie de celle montree dans la SEQ ED 

NO: L pour un polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un 
papillomavirus et/ou pour un polypeptide immunogene derivant de la 
proteine L2 d'un papillomavirus, 

(5) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 
30 homologue ou identique k tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 

NO: 2, pour un polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un 
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papiilomaviais et/ou pour un polypeptide immunogene derivant de la 
proteine L2 d'un papillomavirus, ou 
(6) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 
homologuc ou identique A tout ou partic de celle montrce dans la SEQ ID 
5 NO: 1. pour un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 

identique A tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, pour un 
polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un papillomavirus 
et/ou pour un polypeptide immunogene derivant de la proteine L2 d'un 
papillomavirus. 

10 

27, Composition antitumorale selon la revendication 26. comprenant en outre les 
sequences codant pour un compose immunostimulateur. de preference, choisi 
parmi L'IL-2 ou B7,l. 



15 28. Composition antitumorale selon Tune des revendications 19 a 27, dans laquelle le 
vecteur recombinant est vivant ou tue. 



29. Composition antitumorale selon I'une des revendications 1 a 28, comportant un 
support acceptable d'un point de vue pharmaceutique pcrmettant son 

20 administration par injection a I'homme ou a I'animal. 

30. Vecteur recombinant comprenant au moins les sequences codant pour un 
polypeptide immunogene originaire d'une region precoce et/ou tardive d'un 
papillomavirus, ledit polypeptide ayant les caracteristiques defmies aux 

25 revendications 1 A 15. 

31. Vecteur recombinant selon la revendication 30, comprenant en outre une ou 
plusieurs sequences codant pour un polypeptide d'interet, notamment un 
polypeptide immunogene et/ou un polypeptide immunostimulateur. 

30 
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32. Vecteur recombinant selon la revendication 30 ou 31, derivant d'un vecteur 
plasmidique ou viral, notamment d*un poxvirus et en particulier d'un virus de la 
vaccine de la souclic Copenhague ou MVA, 

33. Vecteur recombinant scion la revendication 32, derivant d'un virus dc la vaccine 
de la souche Copenhague ou MVA dans lesquels soni inserees : 

(1) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 
homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 1, 

(2) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 
homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 2, 

(3) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 
homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans ia SEQ ID 
NO: 1 et pour un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue 
ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, 

(4) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 
homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 1, pour un polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un 
papillomavirus et/ou pour un polypeptide immunogene derivant de la 
proteine L2 d'un papillomavirus, 

(5) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 
homologue ou identique k tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 2, pour un polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un 
papillomavirus et/ou pour un polypeptide immunogene derivant de la 
proteine L2 d'un papillomavirus, ou 

(6) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 
homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 1, pour un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 
identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, pour un 
polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un papillomavirus 
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et/ou pour un polypeptide immunogene derivant de la proteine L2 d'un 
papillomavirus. 

34. Particule virale comprcnant un vcctcur recombinant scion Tunc dcs rc vend icat ions 
5 30 A 33. 

35. Particule virale selon la revendication 34, dans laquelle ledit polypeptide 
immunog6ne est ancre dans la structure proteique entourant ladite particule virale. 

10 36. Utilisation d'une composition antitumorale selon Tune des revcndications 1 k 29, 
d'un vecteur recombinant selon Tune des revcndications 30 a 33 ou d'une 
particule virale selon la revendication 34 ou 35, pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement ou a ia prevention d'un cancer ou d'une tumeur. 

15 37. Utilisation selon la revendication 36, pour la preparation d'un medicament destine 
au traitement ou a la prevention d'un cancer du col de Tutdrus, d'une dysplasie du 
col de bas grade et d'une infection a papillomavirus. 

38, Utilisation selon la revendication 36 ou 37, pour la preparation d'un medicament 
20 injectable par la voie intramusculaire. 
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2. Une copie du present rapport et, le cas echeant, de ses annexes, est transmise au Bureau international pour 
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RAPPEL 

Pour aborder la phase nationale aupres de chaque office elu, le deposant doit accomplir certains actes (depot de 
traduction et paiement des taxes nationales) dans le delai de 30 mois a compter de la date de priorite (ou plus tard 
pour ce qui concerne certains offices) (article 39.1) (voir aussi le rappel envoye par le Bureau international dans 
le formulatre PCT/IB/301). 

Lorsqu'une traduction de la demande internationale doit etre remise a un office elu, elle doit comporter la 
traduction de toute annexe du rapport d'examen preliminaire international. II appartient au deposant d'etablir la 
traduction en question et de la remettre directement a chaque office elu interesse. , 

Pour plus de precisions en ce qui concerne les delais applicables et les exigences des offices elus, voir le Volume II 
du Guide du deposant du PCT. 
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TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 

PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



(article 36 et regie 70 du PCT) 



R^f^rence du dossier du d^posant ou du 

mandataire 

339219/17059 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER pr^liminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande Internationale n" 
PCT/FR98/01576 


Date du d6pot international (jour/mois/ann^e) 
17/07/1998 


Date de priority (jour/mois/ann4e) 
18/07/1997 


Classification Internationale des brevets (CIB; 


ou k la fois classification nationale et CIB 



C07K1 4/025 



Ddposant 

TRANSGENESA et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, esttransmls au deposant conformement a Tarticle 36. 



2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles. y compris la presents feuille de couverture. 

H II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des ^^^^^^d'^^^';^"^ 

^trmodifiees et aui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications fartes aupres de 
ffdr^n Pr^irninaire international (voir la regie 70.16 et Hnstruction 607 des Instructions 

"administratives'du PCT). ' 

Ces annexes comprennent 3 feuilles. 



Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

1 S Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute. I'activite inventive et ta possibilite 
d'application industrielle 
Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute. I'fi^ite inventive et la possibilite 
d'application industrielle: citations et explications a Tappui de cette declaration 
Certains documents cites 
Irregularites dans la demande Internationale 
Observations relatives a la demande Internationale 



11 


□ 


111 


□ 


IV 


□ 


V 


El 


VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
Internationale 

15/02/1999 



Norn et adresse postale de r administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: 449 89 2399 - 4465 



Date d'ach^vement du present rapport 



Fonctionnaire autoris^ 
Kaas, V 

N" de telephone +49 89 2399 8704 




Fomiulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



WH22454. 12.11.1999 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n PCT/FR98/0 1 576 



1. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (tes feuilles de remplacement qui ont ete remises a 

I office recepteur en reponse a une invitation faite conformement ^article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "inittalement deposees"et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : . 

Description, pages: 

1 -39 version initiaie 

Revendications, N"": 

■"20 regue(s)le 08/11/1999 avec la lettre du 08/11/1999 

Dessins, feuilles: 

1/5-5/5 version initiaie 

1-11 version initiaie (liste des sequences) 

2. Les modifications ont entraine Tannulation : 

□ de la description, pages: 

□ des revendications, n**^ : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de invention tel qu'i! a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-Vlll, feuille 1) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n' PCT/FR98/0 1 576 



V. Declaration motive selon i'article 35(2) quant d la nouveaut6, Tactivite inventive et la possibility 
d'apphcation industrielle; citations et explications d I'appui de cette declaration 

1. Declaration . 

Nouveaute Qui: Revendications 2-14,20 * 

Non : Revendications 1,15-19 . _ 

Activite inventive Qui : Revendications 

Non; Revendications 1-20 

Possibilite d'application industrielle Qui: Revendications 1-20 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille sdparee 

VII. Irr^gularites dans la demande internationale 

Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande internationale, ont ete constatees 
voir feuille s^par^e 



Formutaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 2) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PREUMINAIRE INTERNATIONAL = 



Demande internationale n' 
FEUILLE SEPAREE 



PCT/FR98/01576 

i 



1) La presente demande concerne une composition antitumorale comprenant au moins 
un vecteur recombinant comprenant des sequences codant pour un ou plusieurs 
polypeptide{s) immunogene(s) presentant naturellement une localisation non 
membranaire, ce ou ces polypeptides etant modifies par insertion d'uhe sequence 
d'ancrage membranaire de maniere a presenter une localisation membranaire dans les 
cellules dans lesquelles ils sent exprimes. La demande concerne egalement le vecteur 
en lui-meme, une particule virale le comprenant et une composition antitumorale 
comprenant le ou les polypeptides modifies. Enfin, la demande concerne I'utilisation de 
ladite composition pour la preparation d'un medicament destine au traitement ou a la 
prevention d'un cancer du col de I'uterus, d'une dysplasie du col de bas grade ou d'une 
infection a papillomavirus. 

2) Le document WO-A-94/21680 decrit des vecteurs comprenant des sequences 
codant pour un polypeptide immunogene fusionne avec une sequence signal de 
reticulum endoplasmique ("ER signal sequence") et leur utilisation dans des 
compositions pour le traitement des cancers et des infections virales (cf. page 4, ligne 
8- page 5, ligne 15; page 9, ligne 24- page 12, ligne 7; page 16, ligne 4- page 19, ligne 

4). II est-decrit que le polypeptide-peut-avoir une4aille-comprise entre^ e 

environ 1000 acides amines et peut, par exemple, deriver de la region precoce d'un 
virus (cf. page 7, lignes 16-30). Le signal ER intervient pour permettre I'ancrage des 
polypeptides chimeres dans la membrane du reticulum endoplasmique (cf. page 6, 
ligne 31- page 7, ligne 15) afin de pouvoir ensuite etre presentes a la surface des 
cellules par les molecules de classe I du MCH (cf. page 3, lignes 2-7). Cette divulgation 
correspond exactement a I'approche presentee dans le cadre de la presente invention 
par la demanderesse a la page 6, lignes 8 a 23. 

Le document WO-A-94/21680 prive done de nouveaute Tobjet des revendications 1 et 
15a19. 

3) Comme I'indique la demanderesse a la page 7, lignes 6 a 28, le choi\ du signal de 
localisation est vaste et n'est pas limite a des signaux de localisation ciblant une 
membrane d'un compartiment cellulaire particulier. De meme, le document WO-A- 
94/21680 decrit qu'il est possible remplacer la sequence ER par tout autre sequence 
signal connue. De plus, I'adaptation de la composition antitumorale decrite dans ce 
document a une utilisation destinee au traitement ou a la prevention d'une infection ou 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL . 



Demande internationale n* 
FEUILLE SEPAREE 



PCT/FRg8/01576 



tumeur a papillomavirus ne semble pas depasser les competences normales de 
rhomme du metier, etant donne que. comme le reconnait la demanderesse aux pages 
2 et 3, les genes precoces et tardifs d'un certain nombre de papillomavirus avaient deja 
ete identifies et clones avant la date de priorite revendiquee. L'homrffe du metier 
n'aurait done eu qu'a utiliser comme polypeptide d'adenovirus dans la composition 
dudit document un polypeptide de papillomavirus qu'il avait a disposition. Par 
consequent. L'objet des revendications 3 a 10 et 20 n'implique done pas d'activite 
inventive (Article 33(3) PCI). 

4) L'objet de la revendication 2 represente un choix evident qui se serait presente a 
I'homme du metier connaissant WO-A-94/21680 et les caracteristjques des 
revendications 1 1 a 14 sont purement conventionnelles. Ces revendications ne 
satisfont done pas non plus au critere enonce par I'artiele 33(3) PCI). 

5) Les revendications 1 a 20 sont susceptibles d'application industrielle telle que 
definie par Tarticle 33(3) PCI. 

J)_J-e_presenUappp_rtja_e.te_etabli_en.pre 



beneficient de la date de priorite revendiquee. Ainsi, le document "WO-A-96/39178" n'a 
pas ete eonsidere comme faisant partie de I'etat de la technique tel que defini par le 
reglement d'execution (Regie 64(1 )-(3) PCT). 

7) Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la deseriptron n'indique pas I'etat 
de la technique anterieure pertinent expose dans le document WO-A-94/21680 et ne 
cite pas ce document. 



Formulaire PCT/Fauille s^^409 (feuille 2) (OEB-avril 1997) 
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Composition anthumorale comprenant au moins un vecteur recombinant 
renfermant Ics sequences codant pour un ou plusieurs polypeptide(s) 
immimogene(s), caracterisee en ce que Tun au moins desdits" polypeptides est un 
polypeptide pr^seittant naturdlement une localisation non membranaire et qui est 
modifie par insertion d*une sequence d'ano-age membranaire de maniere a 
presenter une localisation membranaire dans les cellules dans lesquelles il est 
exprime. 

Composition antitumorale selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit 
polypeptide presente naturellement une localisation nucl^aire et est en outre delete 
de sa sequence naturelle de localisation nucleaire. 

Composition antitumorale selon l*une des revendications 1 et 2, caracterisee en ce 
que ladite sequence d*ancrage membranaire est selectionnee parmi le groupe 
constiTu6 par celle de la glycoprotSine rabique, de la glycoproteine env du vinas 
HTV et de la proteine F du vims de la rougeole. 

Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce 
que ledit polypeptide immunogene est originaire d'une r^ion precoce et^ou 
tardive d'un papillomavirus. 

Composition antitumorale selon la revendication 4, caracterisee en ce que ledit 
polypeptide immunogene derive d*un polypeptide de'la r^on precoce d'un 
papillomavirus. 

Composition antitumorale selon la revendication 5, caracterisee en ce que ledit 
polypeptide immunogene derive d'un polypeptide E6 ou E7 d'un papillomavirus. 
Composition antitumorale selon la revendication 6, caracterisee en ce que ledit 
polypeptide immunogene derive d'un variant non oncogene dudit polypeptide E6 
ou E7 dW papillomavirus. 

Composition antitumorale selon la revendication 4, caracterisee en ce que ledit 
polypeptide immunogene derive du polypeptide LI ou L2 d'un papillomavirus. 
Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 i 8, caracterisee en ce 
qu'au moins un polypeptide immunogene derive dun polypeptide precoce et au 
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moins un polypeptide immunogcne derive d'un polypeptide tardif d*un 
papillomavirus. 

10, Composition antitumorale &elon I*une des revendications 1 a 9, caracterisee en cc 
qu*au moins un polypeptide immunogcne est tel que : . 

(1) iedit polypeptide immunogene a une sequence homologue buidentique a celle 
montree dans la SEQ JD NO: 1, 

(2) ledit polypeptide immunogine a une sequence homologue ou identique a cellc 
montree dans la SEQ ID NO: 2, 

(3) ledit polypeptide immunogine a une sequence homologue ou identique a celie 
montree dans la SEQ ID NO; 1 et un polypeptide Immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a celle montree dans la' SEQ ID NO: 2, 

(4) ledit polypeptide imraunograe a une sequence homologue ou identique a celle 
montree dans la SEQ ID NO: 1, un polypeptide immunogene derivant de la 
proteine Ll d'un papillomavirus et/ou un polypeptide immunogene derivant de la 
proteine L2 d'un papillomavirus, 

(5) ledit polypeptide immunogene a une sequence homologue ou identique a ceile 
mdntre€r dans~la SEQ ID NO: % un polypeptide immunogene derivant de la 
proteine Ll d'un papillomavirus et/ou un polypeptide immunogene derivant de la 
prot6ine L2 d*un papillomavirus, ou 

(6) ledit polypeptide immunogene a une sequence homologue ou identique a celle 
montree dans la SEQ ID NO: 1. un polypeptide immunogene ayant une sequence 
homologue ou identique a celle montree dans la SEQ ID NO: 2, un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine LI dun papiiloraavirus et/ou un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus. 

IL Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 a 10, caracterisee en ce 
que ledit vecteur recombinant comprend en outre les sequences codant pour au 
moins un compose ameliorant I'effet antitumoral de ladite compbsition. 

12. Composition antitumorale selon la revendication 11, caracterisee en ce que ledit 
compose ameliorant I'efFet antitumoral est un immunostimulateur. 

13. Composition antitumorale selon la revendication 12. caracterisee en ce que ledit 
con^ose immunostimulateur est s^lectionne parmi le groupe constitue par 



riaterleukine-2, riitterleukine-7, rinterleukine-12 et les molecules de co-adhesion 
B7.1etB7.2. 

14. Composition antitumorale selon l*une des revendications 1 a 13, caracterisee en ce 
que ledit vecteur recombinant derive d'un poxvirus. _ 
5 15. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 a 14, renfermant un 
support acceptable d'un point de vue pharmaceutique permettant son 
administration par injection a Thomme ou a TanimaL 

16, Vecteur recombinant oomprenant les sequences codant pour un ou plusieurs 
polypeptide(s) immunogene(s), caract6ris6 en ce que Tun au moins desdits 

10 polypeptides presente les caracteristiques definies aux revendications 1 a 15. 

17, Particule virale comprenant un vecteur recombinant selon la revendication 16. 

18, Composition antitumorale caract^ris^e en ce qu'elle comprend un ou plusieurs 
polypeptide(s) imraunogene(sX caraaerisee en ce que I'un au moins desdits 
polypeptides presente les caracteristiques definies aux revendications 1 a 10. 

15 19. Utilisation d'une composition antitumorale selon l*une des revendications 1 a 15 et 
18, d'un vecteur recombinant selon la revendication 16 ou d'une particule virale 
~~ selon la reYendication~177 pour la preparation d*un m&iic^ent destine'au' 
traitement ou a la prevention d'un cancer ou d'une tumeur. 
20, Utilisation selon la revendication 19, pour la preparation d*un medicament destine 
20 au traitement ou a la prevention d'un cancer du col de Tuterus, d'une dysplasie du 

col de bas grade ou d*une infection a papillomavirus. 
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PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



PCT 



R6f6rence du dossier du ddposant ou du 
mandataire 

339219/17059 


voir la notification da transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER prdliminaire Internationai (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande Internationale n" 
PCT/FR98/01576 


Date du d^pot International (jour/mois/ann^e) 
17/07/1998 


Date de priority (jour/mois/ann6e) 
18/07/1997 



Classification Internationale des brevets (CIB) ou k la fois classification nationale et CIB 
C07K1 4/025 



Ddposant 

TRANSGENESA etal. 

1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par radministaration chargee de {'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a rartici© 36. 



2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y connpris la presente feuille de couverture. 



S II est acconnpagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de teutlles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
('administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 3 feuilles. 



3. Le present rapport contlent des indications relatives aux points suivants: 



Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 

Absence d'unite de I'invention 

Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

/r-.;.. yr"-:^ r-:---^. r"*>, l"*"-'^ 

Certains documents cit6s (] " ^ A I ■ %'-^ [ • - ^- .. >i 

Irr^gularites dans la demande Internationale ' W-* ^ > ' « 

Observations relatives a ia demande international© ^ ^ « 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


El 


VI 


□ 


VII 


IS 


VIII 


□ 



Date de presentation de ta demande d'examen preliminaire 
Internationale 

15/02/1999 


Date d'achdvement du present rapport 

ta t99 


Norn et adresse postale de I'admlnistration chargee de 
I'examen preliminaire Intemational: 

^ Office europeen des brevets 

^ D-80298 Munich 

t^' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise ^^^^^^SS^^^ 
N" de telephone +49 89 2399 8704 
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Demande internationale n' PCT/FR98/0 1 576 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE I NTERNATIONAL 

I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (tes feuilles de remplacemeni aui 

lomce recepteur en r^ponse a una invitation faHe conformement a I'aniole r4 S consSes dans le oressnt 

ZTe::zitiZT^^^^^^ 

Description, pages: 

^■39 version initiate 



ont ete remises a 



Revendications, N"*: 
'20 regue(s) le 



08/1 1 /1 999 avec la lettre du QS/1 1 /1 999 



Dessins, feuilles: 

1/5-5/5 
1-11 



version initials 

version inltiale (liste des sequences) 



2. Les modifications ont entraine Tannuiation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n*** ; 

□ des dessins, feuilles : 



3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme allant au-dela de Texpose de Tinvention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 



(regie 70.2(c)) 



4, Observations complementaires, le cas echeant : 



Formulaire PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feuille 1) Ganvier 1994) 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n** PCT/FR98/01 576 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, ractivite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute Oui : Revendications 2-14,20 

Non : Revendications 1,15-19 

Activite inventive Oui : Revendications 

Non: Revendications 1-20 

Possibilite d'application Industrielle Oui: Revendications 1-20 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VII. Irregularites dans la demande intemationale 

Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande intemationale, ont ete constat ' s : 
voir feuille separee 
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PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



1) La presente demande concerne une composition antitumorale comprenant au moins 
un vecteur recombinant comprenant des sequences codant pour un ou plusieurs 
polypeptide(s) immunogene(s) presentant naturellement une localisation non 
membranaire, ce ou ces polypeptides etant modifies par insertion d'une sequence 
d'ancrage membranaire de maniere a presenter une localisation membranaire dans les 
cellules dans lesquelles ils sont exprimes. La demande concerne egalement le vecteur 
en lui-meme, une particule virale le comprenant et une composition antitumorale 
comprenant le ou les polypeptides modifies. Enfin, la demande concerne I'utilisation de 
ladite composition pour la preparation d'un medicament destine au traitement ou a la 
prevention d'un cancer du col de Tuterus, d'une dyspiasie du col de bas grade ou d'une 
infection a papillomavirus. 

2) Le document WO-A-94/21680 decrit des vecteurs comprenant des sequences 
codant pour un polypeptide immunogene fusionne avec une sequence signal de 
reticulum endoplasmique ("ER signal sequence") et leur utilisation dans des 
compositions pour le traitement des cancers et des infections virales (cf. page 4, ligne 
8- page 5, ligne 15; page 9, ligne 24- page 12, ligne 7; page 16, ligne 4- page 19, ligne 
4). II est decrit que le polypeptide peut avoir une taille comprise entre environ 5 et 
environ 1000 acides amines et peut, par exemple, deriver de la region precoce d'un 
virus (cf. page 7, lignes 16-30). Le signal ER intervient pour permettre I'ancrage des 
polypeptides chimeres dans la membrane du reticulum endoplasmique (cf. page 6, 
ligne 31- page 7, ligne 15) afin de pouvoir ensuite etre presentes a la surface des 
cellules par les molecules de classe I du MCH (cf. page 3, lignes 2-7). Cette divulgation 
correspond exactement a Tapproche presentee dans le cadre de la presente invention 
par la demanderesse a la page 6, lignes 8 a 23. 

Le document WO-A-94/21680 prive done de nouveaute I'objet des revendications 1 et 
15 a 19. 

3) Comme I'indique la demanderesse a la page 7, lignes 6 a 28, le choix du signal de 
localisation est vaste et n'est pas limite a des signaux de localisation ciblant une 
membrane d'un compartiment cellulaire particulier. De meme, le document WO-A- 
94/21680 decrit qu'il est possible remplacer la sequence ER par tout autre sequence 
signal connue. De plus, I'adaptation de la composition antitumorale decrite dans ce 
documenVa une utilisation destinee au traitement ou a la prevention d'une infection ou 
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RAPPORT D'EXAMEN Demande intemationale PCT/FR98/01 576 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



tumeur a papillomavirus ne semble pas depasser les competences normales de 
I'homme du metier, etant donne que, comme le reconnait la demanderesse aux pages 
2 et 3, les genes precoces et tardifs d'un certain nombre de papillomavirus avaient deja 
ete identifies et clones avant la date de priorite revendiquee. L'homme du metier 
n'aurait done eu qu'a utiliser comme polypeptide d'adenovirus dans la composition 
dudit document un polypeptide de papillomavirus qu'il avait a disposition. Par 
consequent, L'objet des revendications 3 a 10 et 20 n'implique done pas d'activite 
inventive (Article 33(3) PCI). 

4) L'objet de la revendication 2 represente un choix evident qui se serait presente a 
I'homme du metier connaissant WO-A-94/21680 et les caracteristiques des 
revendications 11 a 14 sont purement conventionnelles. Ces revendications ne 
satisfont done pas non plus au critere enonce par Particle 33(3) PCT). 

5) Les revendications 1 a 20 sont susceptibles d'application industrielle telle que 
definie par I'article 33(3) PCT. 

6) Le present rapport a ete etabli en presumant que toutes les revendications 
beneficient de la date de priorite revendiquee. Ainsi, le document "WO-A-96/39178" n'a 
pas ete considere comme faisant partie de I'etat de la technique tel que defini par le 
reglement d'execution (Regie 64(1 )-(3) PCT). 

7) Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat 
de la technique anterieure pertinent expose dans le document WO-A-94/21680 et ne 
cite pas ce document. 
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Revendicatioiis 

Composition aatimmorale comprenant au. moins un veaeur recombinant 
renfermant ies sequences codant pour un ou plusieurs polypeptide(s) 
immunogene(s), caracterisee en ce que ["un au moins desdits polypeptides est un 
polypeptide prescntant naturellemeiit une localisation non membrauaire et qui est 
modifie par insertion d*unc sequence d*ancragc raembranaire de maniere a 
presenter une localisation membranaire dans les cellules dans lesquelles il est 
exprime. 

Composition antitumorale selon la revendication i, caracterisee en cc que ledit 
polypeptide presente naturellement une localisation nucleaire et est en outre delete 
de sa sequence naturelle de localisation nucleaire. 

Composition antitumorale selon l^ine des revendications 1 et 2, caraaerisee en ce 
que ladite sequence d'ancrage membranaire est selectionnee parmi Ic groupe 
constitue par cdle de la glycoproieine rabique, de la glycoproteine env du vims 
HIV et de la proteine F virus de la rougeole. 

Composition antitumorale selon I'une des revendications 1 a 3, caraaerisee en ce 
que ledit polypeptide imraunogene est originaire d'une region ,precoce et/ou 
tardive d'un papillomavirus. 

Composition antitumorale selon ia revendication 4, caraaerisee en ce que ledit 
polyp^ide immunogene derive d'un polypeptide de la region precoce d*un 
papillomavirus. 

Composition antitumorale selon la revendication 5, caraaerisee en ce que ledit 
polypeptide immunogene derive dhin polypeptide E6 ou E7 d*un papillomavirus. 
Composition antinimorale selon la revendication 6, caraaerisee en ce que ledit 
polypeptide immunogene derive dun variant non oncogene dudit polypeptide E6 
ou E7 d'un papillomavirus. 

Composition antitumorale selon la revendication 4, caraaerisee en cc que ledit 
polypeptide immunogene derive du polypeptide LI ou L2 d*un p^illomavirus. 
Composition antitumorale selon I'une des revendications 1 a 8, caraa6ris6e en ce 
qu*au moins un polypeptide immunogene derive d*un polypeptide precoce et au 
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moins un polypeptide immunogtoe derive d'un polypeptide tardif d*un 
papillomavirus. 

10. Composition amhumorale selon IVne des revendication$ 1 a 9, canaerisee cn ce 
qu'au moins un polypeptide immunogene est tel que : 

(1) Icdit polypeptide immunogene a une sequence homologue ou identique a ccUc 
raontree dans la SEQ ID NO: 1, 

(2) ledit polypeptide immunogene a une sequence homologue ou identique a celle 
montree dans la SEQ ID NO: 2, 

(3) ledit polypeptide immunogene a une sequence homologue ou identique a celle 
montree dans la SEQ ID NO: 1 et un polypeptide immunogene ayant une 
sequence homologue ou identique a celle montree dans la SEQ ID NO: 2, 

(4) ledit polypeptide immunogene a une sequence homologue ou identique a celle 
montree dans la SEQ ID NO: 1, un polypeptide immunogene derivant de La 
protdne Ll d*un papillomavirus et/ou un polypeptide immunogene derivant de la 
protdne L2 d'un papiUomaviius, 

(5) ledit polypeptide immunogene a une sequence homologue ou identique a celle 
montree dans la SEQ ID NO: 2, un polypeptide immunogene derivant de la 
proteine Ll d'un papillomavirus et/ou un polypeptide immunogene derivant de la 
proteine L2 d'un papillomavirus, ou 

(6) ledit polypeptide immunogene a unc sequence homologue ou identique a celle 
montree dans la SEQ ID NO: 1, un polypeptide inamunogene ayant une sequence 
homologue ou identique a celle montree dans la SEQ ID NO: 2, un polypeptide 

^^•«.«.«*«>«y«.^A ^i^Lf^tjnwvr Am *<» v^v-r^^MrtA T 1 /m i« 11 r*r«atnT^ tC A^Z/^M iTTl 130]^/I5entlde 

immunogene derivant de la proteine L2 d*un papillomavirus. 

1 1. Composition aniitumorale selon l*une des revendications 1 a 10, caracterisee en ce 
que ledit vecteur recombinant comprend en outre les sequences codant pour au 
moins un compose ameliorant Teffet antitumoral de ladite composition. 

12. Composition antitumorale selon la revendication 11, caraaerisee cn ce que ledit 
compose ameliorant Teffet antitumoral est un immunostimulateur. 

13. Composition antitumorale selon la revendication 12, caraaerisee en ce que ledit 
compose immunostimulateur est selectionnc parmi le groupe constitue par 
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rinierieukine-2, rintcricukinc-?, rinterleukine-12 et Ics molecules de co-adhesion 
B7.1etB7.2, 

14, Composmon antitiiinorale scion Tune des revendications 1 i 13, caraacrisee en ce 
que ledil vecteur recombinant derive d*un poxvirus. 
5 15. Composition antitumorale selcn I'une des revendications 1 a 14, renfermam un 
support acceptable d*un point de vue pharraaceutique permectant son 
administration par injection a ITiomme ou a Taninial, 

16. Vectair recombinant comprenant les sequences codant pour un ou plusieurs 
poIypeptide(s) immunogene(s), caraacrisc en cc que I^un au moins desdits 

10 polypeptides prescnte les caracteristiques definies aux revendications 1 a 15. 

17. Particile virale comprenant un vecteur recombinant selon la revendication 1 6. 

18. Composition antitumorale caracterisee en ce qu'elle comprcnd un ou plusieurs 
polypeptide(s) immunogene(s), carzu^terisee en ce que I'un au moins desdits 
polypeptides presente les caracteristiques definies aux revendications 1 a 10. 

15 19. Utilisation d'une composition antitumorale selon I'une des revendicaiions I a 15 et 
18, d'un veaeur recombinant selon la revendication 16 ou d'une particule virale 
sdon k revendication J 7, _ pour la_prcparation d'un medicament destine au 
traitemem ou a la prevention d'un cancer ou dHane turaeur, 
20. Utilisation selon la revendication 19, pour la preparation d'un medicament destine 

20 au traixement ou a la prevention d'un cancer du col de I'uterus, d'une dysplasie du 

col de has grade ou d'une infection a papillomavirus. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: Transgene SA 

(B) RUE: 11 rue de Molsheim 

(C) VILLE: Strasbourg 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 67082 

(G) TELEPHONE: (33) 03 88 27 91 00 

(H) TELECOPIE: (33) 03 88 27 91 11 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: composition antitumorale a base de 
polypeptide immunogene de localisation cellulaire 
modifiee. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 23 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: PatentIn Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 3 acides amines 

(B) TYPE:- acide amine - _ 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISMS: Human papillomavirus 

(B) SOUCHE: HPV-16 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: proteine E6 fusionnee signaux de la 

proteine F 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 
(B) CLONE: E6*TMF 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Met Gly Leu Lys Val Asn Val Ser Ala He Phe Met Ala Val Leu Leu 

15 10 15 

Thr Leu Gin Thr Pro Thr Gly Gin He His Trp Gly Met His Gin Lys 
20 25 30 



Arg Thr Ala Met 
35 

Gin Leu Cys Thr 
50 



. Phe Gin Asp Pro Gin Glu Arg Pro Arg Lys Leu Pro 
40 45 



Glu Leu Gin Thr Thr He His Asp He He Leu Glu 
55 60 
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Cys Val Tyr Cys Lys Gin Gin Leu Leu Arg Arg Glu Vai Tyr Asp Phe 
65 70 75 80 

Ala Phe Arg Asp Leu Cys He Val Tyr Arg Asp Gly Asn Pro Tyr Ala 
85 90 • 95 

Val Cys Asp Lys Cys Leu Lys Phe Tyr Ser Lys lie Ser Glu Tyr Arg 
100 105 110 

His Tyr Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Leu Glu Gin Gin Tyr Asn 
115 120 125 

Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu He Arg Cys lie Asn Cys Gin Lys Pro 
130 135 140 

Leu Gin Arg His Leu Asp Lys Lys Gin Arg Phe His Asn He Ara Gly 
145 150 155 ' 160 

Arg Trp Thr Gly Arg Cys Met Ser Cys Cys Arg Ser Ser Arg Thr Arg 
165 170 175 

Arg Glu Thr Gin Leu Gly Leu Ser Ser Thr Ser lie Val Tyr He Leu 
180 185 190 

He Ala Val Cys Leu Glv Gly Leu He Gly He Pro Ala Leu He Cys 
195 ' 200 205 

Cys Cys Arg Gly Arg Cys Asn Lys Lys Gly Glu Gin Val Gly Met Ser 
210 215 220 

Arg Pro Gly Leu Lys Pro~ Asp Leu Thr Gly Thr Ser Lys Ser Tyr Val 
225 230 235 240 

Arg^Ser Leu - - — - - _ 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: " \- . 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 185 acides amines 
{B} TYPE: acide amine 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: human Papillomavirus 

(B) SOUCHE: HPV-16 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: E7 fusionne signaux de la 

glycoproteine rabique 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 
(B) CLONE: E7*TMR 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Val Pro Gin Ala Leu Leu Phe Val Pro Leu Leu Val Phe Pro Leu 
1 5 10 15 

Cys Phe Gly Lys Phe Pro He Gly Ser Met His Gly Asp Thr Pro Thr 
20 25 30 
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Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gin Pro Glu Thr Thr Gin Leu Asn 
35 40 45 

Asp Ser Ser Glu Glu Glu Asp Glu. lie Asp Gly Pro Ala Gly Gin Ala 
50 55 ; 60 

Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn He Val Thr Phe Cys Cys Lys Cys 
65 70 75 80 

Asp Ser Thr Leu Arg Leu Cys Val Gin Ser Thr His Val Asp He Arg 
85 90 95 

Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly He Val Cys Pro He 
100 105 110 

Cys Ser Gin Lys Pro Arg Ser Tyr Val Leu Leu Ser Ala Gly Ala Leu 
115 120 125 

Thr Ala Leu Met Leu He He Phe Leu Met Thr Cys Cys Arg Arg Val 
130 135 140 

Asn Arg Ser Glu Pro Thr Gin His Asn Leu Arg Gly Thr Gly Arg Glu 
145 150 155 160 

Val Ser Val Thr Pro Gin Ser Gly Lys He He Ser Ser Trp Glu Ser 
165 170 175 

His Lys Ser Gly Gly Glu Thr Arg Leu 
180 185 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i} CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: Human Papillomavirus 

(B) SOUCHE: HPV-16 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG5118 

(E7 delete 21 26) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

TCTGAGCTGT CATTTAATTG AGTTGTCTCT GGTTGC 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 42 paires de bases 
(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

{iiil HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: Rabies virus 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de mutagenese 
OTG5745 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
TGCACTCAGT AATACATAGG ATCCAATAGG GAATTTCCCA AA 4 2 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG6390 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: ' 
GTATCTCCAT GCATGGATCC TGCAGGGTTT CTCTACGT 38 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 6 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGUPvATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: ^^^^ 
(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese 0TG688O 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
GGATCCGCCA TGGTAGATCT TGGTTTCTGA GAACAG 36 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 
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(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Rabies virus 

(B) SOUCHE: HPV-16 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthase oTG5377 

{E6 delete 111 a 115) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
TGTCCAGATG TCTTTGCAGT GGCTTTTGAC AG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: .ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese oTG10829 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

GCGCGCTCTA GAATTATGGG TCTCAAGGTG AACG 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese oTG10830 



(xi") -DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
CAGTTCTCTT TTGGTGCATG CCCCAATGGA TTTGA 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: AON (genomique) 



(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 



(vi) ORIGINS: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese oTG10835 



(xi) UbSCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
ATGCTAGTGC TCGATAAACC CAGCTGGGTT TCTCTACG 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR :^ 35 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON _ . . / 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINS: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese oTG10836 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
TCAAATCCAT TGGGGCATGC ACCAAAAGAG AACTG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique ^ 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS: ^ rr.r'^nar^'i 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTGlUbJJ 
(xi) 'description DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

-io 

CGTAGAGAAA CCCAGCTGGG TTTATCGAGC ACTAGCAT 
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(2) INFOEIMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG10834 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
GCGGGCATGC GGTACCTCAG AGCGACCTTA CATAGG 36 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON . 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifie 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG7637 

(PGR zone III) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
GGGGGGGAAT TCAGTAAACT TGACTAAATC TT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 39 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) -ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 
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(B) SOUCHE: Ankara raodifie 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG7638 

(PGR zone III) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NOr^lS: 
GGGGGGGGAT CCGAGCTCAC CAGCCACCGA AAGAGCAAT 39 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucieique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi} ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCKE: Ankara modifie 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG7635 

(PCR zone III) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 

GGGGGGG GAT CCGGA AAGT T TTATA GGTAG TT 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucieique 

(C) NOMBRE DE BRINS': simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifie 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG7 

(PCR zone III) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
GGGGGGGAAT TCTTTGTATT TACGTGAACG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 77 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucieique 
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(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NGN 



(iii) ANTI-SENS: NON 



(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese oTG10502 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 

AGCTTTTTAT TCTATACTTA AAAAATGAAA ATAAACTCGA GTTGTCAAAG CATCATCTCA 60 

ACACTGACTT GAGGTAC 77 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 69 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) -ORIGINE: - - - - 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese oTG10503 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
CTCAAGTCAG TGTTGAGATG ATGCTTTGAC AACTCGAGTT TATTTTCATT TTTTAAGTAT 60 
AGAATAAAA 69 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CAPACTEP.I ST I CUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 39 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUr 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG5925 

(xi)^ -DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 
TCAGATCTGT CGAGGGATCT GCAGCTTCTT CTAGAGGTA 39 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 4 4 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique " ' . . 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii} TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE : NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 
(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG5924 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 
AGTGAATTGC TGCAGGTACC CGGATCCGCA TCGACTATCG ACAT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 22: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii w^i-sensFnon " 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: Homo sapiens 

(B) SOUCHE: iignee cellulaire Daudi 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: amorce PCR OTG6353 (clonage B7.1) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
TCAGCCCCTG AATTCTGCGG ACACTGTTAT ACAGG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 23: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

.-(A) ORGANISMS: Homo sapiens 

(B) SOUCHE: iignee cellulaire Daudi 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: amorce PCR oTG6352 (clonage B7.1) 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23: 
TTGACCCTAA AGATCTGAAG CCATGGGCCA CAC _ 
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